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OZET

KUTANOZ LAYSMANYAZDA
MEVCUT ANTILAYSMANYAL AJANLAR ILE
YENI ADAY BILESIKLER ARASINDAKI SINERJININ INCELENMESI

Bu c¢alisma, Leishmania tropica promastigotlarina karsi mevcut
antilaysmanyal ajanlar ile yeni aday bilesiklerin antilaysmanyal etkinliklerinin
belirlenmesi ve konvansiyonel antilaysmanyal ajanlar ile ugucu yag bilesenleri veya
antibiyotikler arasindaki sinerjik etkilesimin incelenmesi amaciyla yapildi.

Bu ¢alismada, Manisa Celal Bayar Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji
Anabilim Dali’nda bulunan Parazit Bankasi’ndan temin edilen L. tropica
(MHOM/AZ/1974/SAF-K27) promastigotlart kullanildi. Antilaysmanyal ajanlar,
meglumin antimonat (Glucantime®), sodyum stiboglukonat (Pentostam®),
paromomisin, miltefosin ve amfoterisin B, antibiyotikler (tetrasiklin, tigesiklin,
klindamisin) ve ugucu yag bilesenleri (karvakrol, timol) secilerek calismaya alindi.
Ugucu yag bilesenleri, antibiyotikler ve antilaysmanyal ajanlarin L. tropica
promastigotlarina karsi aktiviteleri, sivi mikrodiliisyon yontemi ile belirlenirken,
sinerji ¢caligmalarinda dama tahtas1 yontemi kullanildi.

Antilaysmanyal ajanlar olan pentostam, miltefosin ve amfoterisin B ile
denenen tiim antibiyotiklerin, L. tropica promastigotlarina kars1 gii¢lii antilaysmanyal
aktiviteye sahip oldugu gosterildi. Antibiyotikler ile pentostam, miltefosin ve
amfoterisin B kombinasyonlarinda sinerjik etki goriiliirken, ugucu yag bilesenleri ile
antilaysmanyal ajanlar arasinda sinerjik etki saptanmadi.

Sonug olarak, klinik kullanimda olan antilaysmanyal ajanlarla antibiyotikler
arasinda sinerjik etkilesimin gosterilmesi, bu ajanlarin (6zellikle amfoterisin B) tedavi

dozunu, stiresini ve yan etkilerini azaltabilmesi agisindan umut vericidir.

Anahtar kelimeler: Antibiyotikler, Leishmania tropica, sinerji, u¢ucu yag bilesenleri



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE SYNERGY
BETWEEN EXISTING ANTILEISHMANIAL AGENTS AND
NEW CANDIDATE COMPOUNDS IN CUTANEOUS LEISHMANIASIS

This study was carried out to determine the antileishmanial activities of
existing antileishmanial agents and new candidate compounds against Leishmania
tropica promastigotes and to examine the synergistic interaction between conventional
antileishmanial agents and essential oil components or antibiotics.

While the activities of essential oil components, antibiotics and antileishmanial
agents against L. tropica promastigotes were determined by microdilution method with
RPMI 1640, the checkerboard method was used in synergy studies.

L. tropica (MHOM/AZ/1974/SAF-K27) promastigotes obtained from Parasite
Bank in Dept. of Medical Parasitology of Manisa Celal Bayar University were used in
this study, Antileishmanial agents, meglumine antimoniate (Glucantime®), sodium
stibogluconate (Pentostam®), paromomycin, miltefosine and amphotericin B,
antibiotics (tetracycline, tigecycline, clindamycin) and essential oil components
(carvacrol, thymol) were selected and included in the study.

It has been shown that antileishmanial agents, sodium stibogluconate,
miltefosine and amphotericin B and all antibiotics tested have strong activity,
paromomycin weak activity. Combinations of all tested antibiotics with sodium
stibogluconate, miltefosine and amphotericin B showed synergistic effects, while the
essential oil components tested did not show a synergistic effect with any of the
antileishmanial agents.

In conclusion, the demonstration of synergistic interactions between
antileishmanial agents and antibiotics in clinical use has the potential to reduce the

dose and duration of treatment of these agents (especially amphotericin B).

Keywords: Antibiotics, essential oil components, Leishmania tropica, synergy,



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

AmpB : Amfoterisin B

DKL : Diffliz Kutan6z Laysmanyaz
DSO : Diinya Saglik Orgiitii
ED50 : Efektif Doz 50

ELISA  :Enzyme Linked Immunosorbent Assay
FCS : Fetal Calf Serum

GZ - PZR : Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu

ICs0 : Hiicrelerin %50 Canlilik Gosterdigi Inhibisyon Konsantrasyonu
IFAT : Indirekt Floresan Antikor Testi

IFN : Interferon

KL : Kutandz Laysmanyaz

MKL : Mukokutan6z Laysmanyaz

MPK : Minimum Parazitisit Konsantrasyon

NNN : Novy-Nicolle-McNeal

PKDL : Post Kala Azar Dermal Laysmanyaz
PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

VL : Viseral Laysmanyaz

Vi



SEKILLER DIiZiNi

Sayfa No
Sekil 2.1. Leishmania TakSONOMISE ......ccuuuiiiriieieiieseeie e 2
Sekil 2.2. Leishmania Amastigot FOrMU .........cccceoviieiieii i 3
Sekil 2.3. Leishmania Promastigot FOrMU...........cccovieiieiiiie e 4
Sekil 2.4. Leishmania nin yasam dONGUST .......ccvvvvriiinieiieiieienese e 5
Sekil 2.5. Diinya Genelinde Bildirilen Kutanéz Laysmanyaz Olgulari................... 6
Sekil 2.6. Sodyum Stiboglukonatin ve Meglumin Antimonatin Kimyasal Yapisi..13
Sekil 2.7. Miltefosinin Kimyasal Yapisi........cccccevvivieieeri i 14
Sekil 2.8. Paromomisinin Kimyasal Yapisi.........ccccveveeieiiicieese e 15
Sekil 2.9. Amfoterisin B nin Kimyasal Yapist.........ccoccooiieiiiininiiieicen, 15
Sekil 2.10. Tetrasiklinlerin Kimyasal Yapisi.........ccocvoiririiiincnineesesese e 16
Sekil 2.11. Tigesiklinin Kimyasal Yapisi........cccccocvivieiieriiic e 17
Sekil 2.12. Klindamisinin Kimyasal Yapisi.........ccccoceiiveiiiicieenesie e 18
Sekil 2.13. Karvakroliin Kimyasal Yapist .........ccocriiiiiiiiiiieiesc e 19
Sekil 2.14. Timoliin Kimyasal Yapisi.......ccccceriririiiiiiiiinieee e 19
Sekil 3.1. Dama Tahtas1 Metodunda Birinci Mikroplakanin Hazirlik Semasi ........ 28
Sekil 3.2. Dama Tahtas1 Metodunda ikinci Mikroplakanin Hazirlik Semasit........... 28
Sekil 3.3. Inkiibasyon Sonras1 Dama Tahtas1 Mikroplakasmin Goriiniim Semast ..29
Sekil 4.1. Pentostamin L. tropica Susuna Kars1 ICsg Degerleri..........ccoovvevrrvennnne. 32
Sekil 4.2 AmpB’nin L. tropica Susuna Karsi ICsp Degerleri .........cooovevviviinieinnnn, 33
Sekil 4.3 Miltefosinin L. tropica Susuna Karsi ICso Degerleri..........coouvvvvvninnnnnn. 34
Sekil 4.4 Paromomisinin L. tropica Susuna Karst ICso Degerleri .........c.ccovveennee. 34
Sekil 4.5. Tetrasiklinin L. tropica Susuna Kars1 ICso Degerleri .........ccocovvvvervennnne. 35
Sekil 4.6. Tigesiklinin L. tropica Susuna Karsi ICso Degerleri ..........ccoovverivennenne. 36
Sekil 4.7. Klindamisinin L. tropica Susuna Karsi ICso Degerleri........c.coooovrvennnne. 36
Sekil 4.8. Karvakroliin L. tropica Susuna Kars1 ICsp Degerleri .........ccoovvevervennnne. 37
Sekil 4.9. Timoliin L. tropica Susuna Karsi ICso Degerleri........ccoovvviverviinivennnne 38

Vii



TABLOLAR DiZiNi

Sayfa No
Tablo 3.1. Etken Maddelerin Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi ...........cccccceveeeveennee. 26
Tablo 4.1. Glukantime Kars1 Farkli [mg/ml] da L. tropica Susunun
Degisen Duyarlilig1. .......coceiiiiiiiiiiice e 31
Tablo 4.2. Pentostama Kars1 Farkli [ug/ml] da L. tropica Susunun
Degisen DuyarlliZl.....cueeiciiiiiiiiiiii e 32
Tablo 4.3. AmpB’ye Kars1 Farkli [pug/ml] da L. tropica Susunun
Degisen Duyarliligl......c.ccooiiiiiiiiiiic 33
Tablo 4.4. Miltefosine Kars1 Farkli [ug/ml] da L. tropica Susunun
Degisen Duyarlili@1.......cooovviiiiiiiiie e 33
Tablo 4.5. Paromomisine Kars1 Farkli [pg/ml] da L. tropica Susunun
Degisen Duyarltligl......c.ccoiviiiiiiiiiiice e 34
Tablo 4.6. Tetrasikline Kars1 Farkli [ug/ml] da L. tropica Susunun
Degisen Duyarlili@i.......cooovveiiiiiiiiie e 35
Tablo 4.7. Tigesikline Kars1 Farkli [ug/ml] da L. tropica Susunun
Degisen Duyarlilil........ccoovviiiiiiiiiiiec e 36
Tablo 4.8. Klindamisine Kars1 Farkli [pg/ml] da L. tropica Susunun
Degisen Duyarltligl......ccoovvviiiiiiiiiiii e 36
Tablo 4.9. Karvakrole Kars1 Farkli [ug/ml] da L. tropica Susunun
Degisen Duyarlili@l.......coooviiiiiiii e 37
Tablo 4.10. Timole Kars1 Farkli [ug/ml] da L. tropica Susunun
Degisen Duyarltligl......cccoooviviiiiiiiiiii e 38
Tablo 4.11. Glukantim ile Antibiyotik/UYB’lerinin
L. tropica Susuna Karst EtKileSimi. .......coocvvvveriiiniiieniee e 38
Tablo 4.12. Pentostam ile Antibiyotik/UYB’lerinin
L. tropica Susuna Kars1 EtKilesimi. ..........ccccovevieiiiiieiicic e 39
Tablo 4.13. Miltefosin ile Antibiyotik/UYB’lerinin
L. tropica Susuna Karst EtKileSimi ........c.cccoviveiviiniiieineie e 39
Tablo 4.14. Paromomisin ile Antibiyotik/UYB’lerinin
L. tropica Susuna Kars1 EtKileSimi ........ccccoevevieiiieeiieiiic e 39
Tablo 4.15. Amfoterisin B ile Antibiyotik/UYB’lerinin
L. tropica Susuna Karst EtKilesimi.........cccccvevviinirenesiieseeie e 40
Tablo 4.16. Etken Maddelerin ICso ve MPK Degerleri........cccooviiniiinineniciennn 40

viii



1. GIRIS

Laysmanyaz, promastigot ile enfekte disi kum sineklerinin isirmalar1 yoluyla
bulasan, Leishmania cinsi protozoonlarin neden oldugu paraziter bir hastalik olup ¢
ana formunun belirgin semptomlari ve farkli seyirleri vardir (Griensven ve ark., 2014).
Kala-azar (Zijlstra ve ark., 2003) olarak da bilinen viseral laysmanyaz (VL), hastaligin
en Oldirici sekli olup tedavi edilmezse 6liimle sonuglanmaktadir. En yaygin tip olan
kutandz laysmanyaz (KL), cilt lezyonlarina ve kalici yaralar birakabilen iilserlere
neden olmaktadir. Mukokutanéz laysmanyaz ise (MKL) burun, agiz ve bogazdaki

dokularm kismen veya tamamen harabiyetine yol agmaktadir (DSO, 2021).

Laysmanyazin tedavisinde, Onemli dezavantajlar1 bulunan c¢esitli ilaglar
kullanilmaktadir (Kedzierski ve ark., 2009). Bu ilaglarin ¢ogu, yiiksek maliyet,
uygulama zorlugu, yiiksek toksisite ve direng gelisimi gibi sinirlamalara sahip olup
Klinik basar1 i¢in uzun stireli ¢oklu dozlar gerektirir ve bu siireg, gii¢ tedavi yonetimine
ek olarak ilag direncinin gelismesine de katkida bulunabilir. Bu nedenle, laysmanyaz
tedavisi i¢in yeni, giivenli, daha etkili ve ekonomik olabilecek ilag¢ arayisi devam
etmektedir. (Singh ve Sivakumar, 2003). Bitkisel ugucu yag bilesenleri ve klinik
kullanimda olup Leishmania tiirlerinde hedef bolgeleri bulunabilecek yeni nesil
antibiyotiklerin antilaysmanyal aktiviteleri bakimindan denenmesi, konvansiyonel
antilaysmanyal ilaclarla yeni aday bilesiklerin ve antibiyotiklerin kombinasyonlarinin

sinerjik etkilesimlerinin ¢alisilmasi ilag arayislarina katkida bulunabilir.

Bu c¢alismada, laysmanyaz tedavisinde ilk tercih ilaglardan olan meglumin
antimonat ve sodyum stiboglukonat gibi bes degerli antimon bilesiklerinin, miltefosin,
paromomisin ve amfoterisin B gibi etkili alternatif antilaysmanyallerin, tetrasiklin,
tigesiklin ve klindamisin gibi antiprotozoal etkili antibiyotiklerin ve karvakrol, timol
gibi giiclii antimikrobiyal etkinligi kanitlanmig olan bitki ugucu yag bilesenlerinin, L.
tropica izolatina karsi etkinliklerinin in vitro sivi mikrodiliisyon yontemiyle ve
konvansiyonel antilaysmanyal ilaglarin ugucu yag bilesenleri ve antibiyotiklerle

sinerjik etkilesimlerinin dama tahtasi yontemiyle arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Laysmanyazin Tanimi ve Tarihcesi

Leishmania spp.’nin ilk fosil {iyesi bir kehribar fosili i¢inde kesfedilmistir. Bu
ilk Leishmania benzeri fosil, 100 milyon yillik bir kehribarin i¢inde korunmus, soyu
tikenmis kum sinegi Paleomyia burmitis'in disisinin hortumunda ve sindirim

sisteminde bulunmustur (Poinar ve Poinar, 2004).

William Boog Leishman 1901 yilinda, Hindistan'da 6len ve ates, dalak
biiylimesi ve asirt halsizlik gibi semptomlar1 olan bir askerin dalak biyopsisinde oval
yapilar gormistiir. Leishman kesfini Dum-Dum kdyiinde yaptigi i¢in hastaliga "Dum-
Dum atesi" adin1 vermistir (Leishman, 1903). Kisa bir siire sonra Charles Donovan da
benzer oval yapilarin varligini bildirmistir (Donovan, 1903). Veriler yayinlandiktan

sonra bu yapilara Leishman-Donovan cisimcikleri ad1 verilmistir.

2.2. Leishmania spp. Taksonomisi

Tiir ad1 Kesfeden Yil Tiir ad1 Kesfeden Yil
L. donovani Laveran ve Mesnil 1903 L. gerbilli Wang, Qu ve Guan 1964
L. tropica Wright 1903 L. hertigi Herrer 1971
L. infantum Nicolle 1908 L. panamensis Lainson ve Shaw 1972
L. braziliensis  Vianna 1911  L.amazonensis  Lainson ve Shaw 1972
L. peruviana Velez 1913 L. aethiopica Ashford ve Bray 1973
L. major Yakimoff ve 1914 L. deanei Lainson ve Shaw 1977
Schokhor
L. archibaldi Castellani ve 1919 L. garnhami Scorza ve ark. 1979
Chalmers
L. chagasi Cunha ve Chagas 1937 L. aristidesi Lainson ve Shaw 1979
L. enriettii Muniz ve Medina 1948 L. killicki Rioux ve ark 1986
L. mexicana Biagi 1953 L. arabica Peters ve ark. 1986
L. guyanensis  Floch 1954 L. lainsoni Silveira ve ark. 1987
L. pifanoi Medinave Romero 1959 L. naiffi Lainson ve Shaw 1989

Sekil 2.1. Leishmania spp. taksonomisi (Steverding, 2017)



2.3. Leishmania spp.’nin Morfolojisi

Leishmania parazitleri, tek bir flagellum, kinetoplast, mitokondriyal benzeri
organel, lizozom, endoplazmik retikulum, golgi aygiti, vakuol ve DNA agisindan
zengin bir ¢ekirdege sahip tek hiicreli okaryotik organizmalardir. Bu parazitlerin
yasam dongiilerinde amastigot ve promastigot olmak tizere iki farkli morfolojik form
bulunmaktadir. Parazitler, kum sinegi icinde amastigottan prosiklik promastigota,
daha sonra da enfektif form olan metasiklik promastigota dontismektedir (Omondi ve
ark., 2022; Jain ve ark., 2022). Parazitin insanlarda ve rezervuarlarda bulunan kamgisiz
ve hareketsiz formu amastigot, vektoriin gastrointestinal sisteminde bulunan kamgili

ve hareketli formu ise promastigot olarak tanimlanmaktadir (Ozcel ve Daldal, 1997).

2.3.1. Amastigot

Leishmania amastigotlari, 2-5 um biiyiikligiinde, yuvarlak-oval sekilli,
37°C’de boliinerek ¢ogalabilen hareketsiz formlardir. Pargali ¢ekirdekli 1okositler,
monositler ve endotel hiicreleri i¢inde tek ya da gruplar halinde veya hiicre disinda
goriilebilmektedir. Sitoplazma igerisinde arka ugta biiyiik bir ¢ekirdek ve hemen
bitisiginde kinetoplast konumlanmigtir. Amastigot form, memeli konaklarin

makrofajlarinda parazitofor vakuol i¢inde ¢ogalmaktadir (Ozcel ve Daldal, 1997).

Sekil 2.2. Leishmania amastigot formu (Harman, 2015)



2.3.2. Promastigot

Promastigot form, 15-20 um uzunlugunda, 1.5-5 um genisliginde, mekik
seklinde, tek kamgcili bir yapiya sahiptir ve 26°C'de uzunlamasina boliinerek
cogalmaktadir. Kamg1 ve govdenin baglanti noktasindaki ¢ukurluga “kame1 paketi”
ad1 verilmektedir. Kinetoplastin 6n kisminda ve kamg¢inin dip kisminda bleforablast
bulunmakta, 6n ugta yuvarlak bir kinetoplast ve hiicrenin merkezinde ise nukleus yer

almaktadir (Pace, 2014; Markell ve ark., 1999; Herwaldt, 1999).

Sekil 2.3. Leishmania promastigot formu

2.3.3. Yasam Dongiisii

Leishmania spp.’nin yasam dongiisiinde omurgasiz vektor ve omurgali konak
olmak iizere iki farkli konak yer alir. Disi kum sinegi, laysmanyazli omurgali konaktan
kan emerken amastigot ile enfekte olmus makrofajlar1 alir ve parazitin, vektoriin orta
bagirsagina ge¢mesi sonucu, azalan ortam sicakligi ve artan pH ile morfolojik
doniisiim baslar. Emilen kan tatarcigin orta bagirsak epitel hiicreleri tarafindan
salgilanan peritrofik matris adi verilen bir membran ile ¢evrelenerek, membran
igerisine sindirim enzimleri salgilanir. Bu asamada bir kisim amastigot, proteolitik
enzimler ile parcalanir, par¢alanmayanlar ise uzayarak 6n ucunda kisa bir kamgisi
bulunan ve hareketleri zayif olan prosiklik ve sadece omurgali konak i¢in enfektif olan
promastigotlara doniisiir (Poinar, 2008). Bu formlar orta bagirsagi doldurur ve
peritrofik zar parcalandik¢a kamgilariyla vektoriin karnina tutunur. Promastigotlarin

kum sineginin karnina tutunmasina lipofosfoglikanin aracilik ettigi diisiiniilmektedir



(Sacks, 1992). Prosiklik promastigotlar, vektoriin viicudunda gogalabilirler ve 48 — 72
saat igerisinde, daha uzun ve ince ayrica iyi hareket edebilen, nektomonad formlara
baskalasir. Nektomonad formlar, peritrofik matriksi ¢ozerek gastrik liimene girer ve
flagellalar1 ile bagirsak epitelinin mikrovilluslarina yapisirarak haptomonad
promastigotlara doniisiir. Mikrovilluslara yerlesen bu formlar, baska bir proliferasyon
asamasina gegen promastigot salgi jeli tireten leptomonadlara evrilir. Leptomonadlar
ise ¢ogalarak midenin 6n kismindaki yemek borusu ve yutak kivrimlarina yapisarak
liimeni tikar ve tatarcigin agiz kisimlarina go¢ ederek, omurgali konak i¢in bulasici

olan metasiklik promastigotlara doniisiir (Omondi ve ark., 2022; Bates, 2008).
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Sekil 2.4. Leishmania yasam dongiisii

2.4. Laysmanyaz Epidemiyolojisi

Diinya Saglik Orgiitii 2021 y1l1 verilerine gére, Kutanéz Laysmanyaz’m (KL)
92 iilke veya bolgede, Viseral Laysmanyaz’in (VL) ise 83 iilke veya bolgede endemik
olarak goriildiigii bildirilmistir. Endemik bolgelerde 1 milyardan fazla insan
enfeksiyon riski altinda yasamaktadir. Her yil tahmini olarak 30.000 yeni VL olgusu
ve 1 milyondan fazla yeni KL olgusu rapor edilmektedir. Kutanoz laysmanyaz

olgularinin %90’indan fazlas1 Afganistan, Brezilya, Iran, Irak, Suriye, Cezayir,



Kolombiya, Fas, Peru, Sudan, Tunus ve Yemen’de, VL olgularinin ise %90’ 1ndan
fazlas1 Brezilya, Hindistan, Sudan, Etiyopya, Kenya ve Somali’de goriilmektedir

(DSO, 2022).
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Sekil 2.5. Diinya genelinde bildirilen kutanéz laysmanyaz olgular1 (DSO, 2021)

Laysmanyaz, 1988-2010 yillar1 arasinda bildirilen toplam 50.381 KL olgusu
ile Tiirkiye'de onemli bir halk sagligi sorununa donilismils durumdadir. Kutandz
laysmanyaz oncelikle Giineydogu Anadolu Boélgesi'nde endemik olarak goriilmekte
olup baslica etkeni L. tropica'dir. Ancak son yillarda {ilkenin orta ve bati bolgelerinde
L. major ve L. donovani kaynakli yerli olgularin sayisinda belirgin bir artis
goriilmektedir. Bu durum, s6z konusu bolgelerde KL epidemiyolojisinin degistigine

isaret etmektedir (Ozbilgin ve ark., 2020).

Suriye’de yasanan i¢ savas ve siginmaci Krizi nedeniyle siginmaci kamplarinda
veya catisma bolgelerinde yasayan yiliz binlerce insan KL salginindan olumsuz
etkilenmektedir. I¢ savasin ¢ikmasindan once, Suriye'de KL'nin yillik insidansi
yaklasik 23.000 olgu iken 2012'de ve 2013"in ilk yarisinda sirastyla 53.000 ve 41.000
KL olgusu bildirilmistir (Saroufim ve ark., 2014).



2.5. Laysmanyaz Bulasi

Eski Diinya kutantz laysmanyazinda vektor Phelobotomus, Yeni Diinya
kutandz laysmanyazinda ise Lutzomyia cinsine ait kum sinekleri vektor gorevi goriir
(Maroli ve ark., 2013). Yaklagik 800 tiirii tanimlanmis kum sineklerinin 93 tiirii
laysmanyaz bulasindan sorumludur. Erigkinleri 2-3 mm boyutlarinda olan kum
sineklerinin kanatlar1 karinlarina agili olarak konumlanmis bir sekilde karakteristiktir.
Beslenme aktiviteleri yogun olarak geceleri ve 1lik ortamlarda gergeklesir, bu sebeple
sicak iklimlerde yasayan insanlarin uyurken viicudun agikta kalan kisimlarindan

1sirilma olasiligr yiiksektir (Pace, 2014).

Laysmanyaz, insandan insana bulasin goriildiigii 6zellikle Sudan, Afganistan
ve Hindistan’daki kentsel c¢evreler disinda genis bir rezervuar yelpazesine sahip
zoonotik bir hastalik olup (Alptekin D., 1999) insanlar, kopekler ve kemirgenler bu

parazit i¢in ana rezervuardir (Burza ve ark., 2018).

2.6. Laysmanyaz Klinigi

2.6.1. Kutanoz Laysmanyaz (KL)

Kutan6z laysmanyaz, halk arasinda Sark ¢ibani, Halep ¢ibani, giizellik ¢ibani,
yil ¢iban1 gibi isimlerle bilinen, diinyada en sik karsilagilan ve dermal lezyonlarla
kendini gdsteren, mortalite oran1 son derece diisiik ve kutandz enfeksiyonlara bagl
morbiditenin énemli oldugu bir klinik seyir izler (Burza ve ark., 2018). KL lezyonu,
enfekte disi kum sinegi tarafindan 1sirilan yiiz, boyun ve ekstremiteler gibi ¢iplak
bolgelerde eritematdz bir papiil olarak baglar. Yavas biiyiir ve haftalar veya aylar
sonra, ortasinda yapigkan bir kabukla kapli {ilser bulunan nodiil veya plak haline
doniisiir. Ulsere sikica tutunan sert kabuk kaldirildiginda kabugun alt tarafinda
"Hulusi-Behget ¢ivi belirtisi" olarak bilinen ¢ivi benzeri ¢ikintilar goériiliir (Harman,
2015). Parazit tiirtine baglh olarak degisiklik gosteren inkiibasyon donemi yaklasik 1-
8 ay slirmektedir. KL lezyonlarinda yaygin olan sekonder bakteriyel enfeksiyonlar
nedeniyle lezyonda agrilar meydana gelebilir ve lezyon boyutlart 0.5-3 cm arasinda

degisebilir. Baz1 durumlarda lenfatik yayilim sonucu lezyonlar iilserlesmemekte ve



parazit, uydu benzeri dagilim gosteren lezyonlarla karakterize bir mantar enfeksiyonu

olan sporotrikoz hastaligina benzer bir klinik tablo olusturmaktadir (Hepburn, 2000).

2.6.2. Viseral Laysmanyaz (VL)

Hintge’de kara ates anlamina gelen ve Kala-Azar adiyla bilinen VL’de
parazitik i¢ organ tutulumu goézlenir. Bu enfeksiyon sekli genellikle L. donovani ve L.
infantum tiirleri tarafindan meydana gelir (Burza ve ark., 2018). Nadir olarak da L.
mexicana ve L. tropica tiirleri tarafindan olusturuldugu bildirilmistir (Barral ve ark.,
1986; Sacks ve ark., 1995; Ozbilgin ve ark., 2017). Parazitin inkiibasyon dénemi 2
hafta ile 8 ay arasinda degisebilmekte ve klinik tablo, immiin yaniti giiglii bireylerde
aylarca asemptomatik olarak seyredebilmektedir (Ready, 2014). Akut veya subakut
baslangicli klinik semptomlar gosterebilen VL, &zellikle hastaneye ge¢ bagvuran
hastalarda pansitopeni ile birlikte hepato-splenomegaliye neden olan, tedavi
edilmediginde ise sekonder enfeksiyonlar ve siddetli anemi nedeniyle 6liime yol

acabilen atesli kronik bir hastaliktir (Burza ve ark., 2018; Zijlstra ve ark., 2003).

2.6.3. Mukokutanéz Laysmanyaz (MKL)

Mukokutanéz laysmanyaz, oronazofaringeal mukoza ve kikirdakta hasar
olugmasi nedeniyle skar birakan ve bazen larinksi etkileyerek aspirasyon pndmonisine
yol agabilen, potansiyel olarak yagami tehdit eden bir klinik durumdur (Burza ve ark.,
2018). Genellikle Yeni Diinya’da goriilen bu klinik formun baslica etken tiri L.
braziliensis olmakla birlikte L. panamensis, L. guyanensis ve L. amazonensis tiirlerinin

de mukokutantz laysmanyaza neden olabildigi bildirilmistir (Goto ve Lindoso, 2010).

2.6.4. Post Kala Azar Dermal Laysmanyaz (PKDL)

Post Kala Azar Dermal Laysmanyaz (PKDL), VL tedavisi almis saglikh
bireylerde uzun siire sonra ortaya c¢ikan makiiler, makulopapiiler ve nodiiler

lezyonlarla birlikte goriilmektedir. VL sirasinda, IFN-y iiretmeyen periferik kan



mononiikleer hiicreleri, VL tedavisinden sonra inokiilasyon bolgesinde canli kalan
parazitlere kars1 bir reaksiyon olarak IFN-y iiretmekte ve yiiz, gévde ve uzuvlarda
PKDL lezyonlarinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Burza ve ark., 2018; Zijlstra
ve ark. 2003).

2.7. Laysmanyaz Tanis1

2.7.1. Mikroskobik Yontemler

Duyarliligina iliskin endiseler olmasina ragmen, dogrudan parazitolojik tani yiiksek
Ozgulligli nedeniyle laysmanyaz tanisinda hala altin standart olarak kabul
edilmektedir (Goto ve Lindoso, 2010). Dogrudan tani yontemleri, kullanilan
metodolojiye ve laboratuvar yapisina baglh olarak zaman alic1 olabilmektedir (saatler
ila haftalar arasinda) (De Brito ve ark., 2020). Dogrudan parazitolojik tani, formalin
gomiilii dokunun histopatolojik analizi veya siipheli lezyonlardan alinan 6rneklerden
in vitro kiltir ile yapilabilmektedir. Amastigot formlar, dogrudan biyopsi
orneklerinden yapilan yaymalarda Giemsa boyama yontemiyle 1sik mikroskobu
yardimiyla saptanabilmektedir. Amastigotlar, tipik g¢ekirdeklere ve kinetoplastlara
sahip, 24 pm c¢apinda yuvarlak veya oval yapilar olarak tanimlanmaktadir.
Immiinohistokimyasal boyama yardimryla amastigotlar daha kolay saptanabilir (Goto
ve Lindoso, 2010). En yiiksek verim genellikle iilser tabanindan yapilan yaymalardan
alinmaktadir. Amastigotlar1 ve mikrograniilomu saptamak i¢in uygulanan ince igne
aspirasyonu hasta konforu agisindan lezyon kazinti yaymalarindan daha istiindiir
(Hosseinzadeh ve ark, 2012).

2.7.2. Kiltiir Yontemleri

Stipheli lezyonlardan alinan Orneklerin Novy—MacNeal-Nicolle besiyeri
iceren tiiplerde kiiltiirii nispeten zordur ve teknik uzmanlik gerektirmektedir. Ayrica
yontem kontaminasyona agik ve zaman alicidir (Boggild ve ark., 2008). Kiiltiir
yonteminin duyarlilig: diisiik ve oldukca degiskendir (Faber ve ark., 2003). Mini kiiltiir

ve mikro kiiltiir teknolojileri, daha az kiiltiir ortam1 gerektirdiginden daha az maliyetli



olup parazit verimi diisiik 6rneklerde bile daha kolay uygulama ve daha yliksek
hassasiyet saglamaktadir (Boggild ve ark., 2008). Kiiltiir yontemleri parazit izolasyonu

acisindan avantajlidir ancak tiir tayini yapilamamaktadir.

2.7.3. Serolojik Yontemler

Indirekt floresan antikor (IFA), enzime bagl immiinosorbent testi (ELISA),
western blot (WB) ve immunokromatografik testler, KL’nin serolojik tanisinda
kullanilan baslica yontemlerdir. Bununla birlikte, enfeksiyonun neden oldugu hiimoral
bagisik yanitin ve test duyarliliklarinin diisiik olmasi nedeniyle, giincel tan1 kilavuzlari
KL tanisinda serolojik yontem kullanimini 6nermemesine (Goto ve Lindoso, 2010;
Kar K., 1995; Aronson, 2017) karsin, KL tanisinda kullanilabilecek serolojik
yontemleri iyilestirmek igin ¢esitli ¢alismalar yapilmaktadir. Leishmania suslarinin
amastigotlarindan elde edilen saf antijenlerin kullaniminin daha iyi sonuglar verdigi
bildirilmistir (Bracamonte, 2020). Ozellikle 6zgiilliigii yiiksek rekombinant
antijenlerin kullamldig: testlerle, ¢dziiniir antijen bazli ELISA testlerine kiyasla daha
iyi sonuglar elde edildigi gosterilmistir (Zanetti, 2019). Komplike olmasi ve altyapi
gerektirmesi goz oniine alindiginda, ELISA ve IFA igin en uygun alternatifin, hizli
tan1 testleri olabilecegi diistiniilmektedir. VL igin, Dogu Afrika hari¢ (Griensen ve
Diro, 2019) nispeten iyi tan1 performansina sahip, L. donovani'nin rK39 amino asit
sekans tekrarina (varyantlarina) dayali birkag¢ hizli tani testi gelistirilmistir (Griensen
ve Diro, 2019). Buna karsilik, KL i¢in sinirl sayida test gelistirilmis olup KL Detect™
Hizli Tan1 Testi (amastigot peroksidoksine karsi poliklonal antikorlar kullanan
membran bazli kalitatif bir immiinolojik test), deri 6rneklerinde KL'ye neden olan tiim

Leishmania tiirlerinin saptanmasi i¢in kullanilmaktadir.

2.7.4. Molekiiler Yontemler

Molekiiler yaklagimlar ve 6zellikle PZR yontemi, geleneksel tan1 yontemlerine
kiyasla hem duyarlilik hem de 6zgiilliik agisindan iistiin 6zelliklere sahip oldugu i¢in
KL tanisinda devrim yaratmistir (Moreira ve ark., 2018). Yakin gegmiste molekiiler

tan1 i¢in ribozomal DNA (Odiwuor ve ark., 2011; Monroy-Ostria ve ark., 2014) veya
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kinetoplast DNA'st (kDNA) icindeki sekanslar PZR hedef bolgeleri olarak
kullanilmistir (Satow ve ark., 2013; Jara ve ark., 2013). Farkli PZR testlerinin birebir
karsilastirmalar1 yeterli diizeyde c¢alisiimadigindan ve her laboratuvar molekiiler
testlerde kendi kurum i¢i yontemini uyguladigindan, genel kabul gormiis protokoller
heniiz hazirlanmamistir (Moreira ve ark., 2018). Bununla birlikte, yakin tarihli bir
sistematik inceleme ve meta-analiz, PZR'nin KL i¢in en dogru tanisal yaklagim
oldugunu gostermektedir (Mesa ve ark., 2020). Ayrica, KL hastalarinda tedavi
stirecinin takibi i¢in kantitatif PZR'nin (qPCR) 6nerilmesi ve tedavi basarisizliklarinin
tespit edilmesi i¢in kullanilabilir olmas: dikkate degerdir (Mans ve ark., 2016). PZR
yonteminin en Onemli dezavantaji, gelismis laboratuvar altyapisina ve uzman
teknisyenlere olan gereksinimidir. PZR yontemlerinin basitlestirilmesi i¢in yakin
zamanda izotermal tani platformlari gelistirilmistir. PZR platformlar1 sik1 bir sekilde
kontrol edilen ve degisen sicaklik dongiileri gerektirirken, izotermal testler sabit bir
sicaklikta gergeklestirilebilmektedir. Dongii aracili izotermal reaksiyon (LAMP), 60
°C ve 65 °C'de gerceklestirilen, amplifikasyon igin yalnizca tek bir enzim (Bst DNA
polimeraz) kullanan ve 30-60 dk i¢inde biiyiik miktarlarda DNA iiretebilen molekiiler
bir yontemdir. LAMP yontemi, alt1 primer kullanilip son iiriin ¢iplak gézle okuma
(bulaniklik) ve yanal akis seritleri gibi basit algilama yontemleri kullanilarak dogrudan
gorsellestirilebildigi icin, yiiksek 6zgiilliige sahip olup KL teshisinde yaygin olarak
benimsenmektedir (Adams ve ark., 2010; Erber, 2022).

2.8. Laysmanyaz Tedavisi

Kutanéz laysmanyaz lezyonlarinin ¢ogu 2-18 ay i¢inde kendi kendine
iyilesmektedir (Burza ve ark., 2018). KL'de kullanilan tedavi, niiksii, mukozal
tutulumu, lokal yayilimi Onleyerek iyilesmeyi hizlandirmakta ve skar riskini
azaltmaktadir. Parazitolojik olarak dogrulanmis tim KL olgulan tedaviye alinmakla
birlikte, bas ve boyun yerlesimi diginda kalan tek ve lezyon boyutu 1 cm’nin altinda
olan olgular lezyonlarin gelisimi bakimindan periyodik takibe alinmaktadir (Aytekin,
2009).

Laysmanyaza yonelik kullanimda olan ilaglar oldukg¢a toksik ve pahali olup,
bugiine kadar FDA (U.S. Food and Drug Administration) tarafindan kabul edilmis olan
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etkili bir a1 da heniiz gelistirilememistir. Bunun yaninda hastaligin tedavisinde yaygin
olarak kullanilan bes degerli antimon bilesiklerine karsi direng gelisimi de rapor
edilmistir (Croft, 2006).

Tedavide birincil secenekler arasinda bes degerli antimon bilesikleri yer
almaktadir. Neredeyse tiim laysmanyaz olgularinda bes degerli antimon bilesikleri ilk
tercihtir. Lezyonlarin tedavisinde meglumin antimonat ve sodyum stiboglukonat gibi
terapotik olarak esdeger iki farkli antimon bilesigi ile uzun siireli enjeksiyon tedavisi

uygulanmaktadir (Memisoglu, 1997; DSO, 2010).

Sodyum stiboglukonat veya meglumin antimonat bilesikleri intramiiskiiler
(IM), intravendz (IV) ya da intralezyonel (IL) olarak uygulanabilmektedir. Fakat
hastaligin tekrarlanma oraninin %25’ in tistiinde olmasi, yan etki profilinin fazla olmasi
ve tedavinin uzun siirmesi bu ilaglarm kullanimini kisitlamaktadir (Schwartz, 2006).
Sistemik ila¢ kullammma bagl toksik yan etkilerin smirlandirilmasi icin, IL
tedavisinin tercih edilmesi Onerilmektedir (Memisoglu, 1997). Bes degerli
antimonlarin laysmanyazdaki kesin etki mekanizmasi iyi anlagilmamistir, ancak
makrofaj parazit oldiiriicii aktiviteyi etkilemekte ve parazitin molekiiler siiregleri
tizerinde dogrudan etki eden faktorlere sahip oldugu tahmin edilmektedir (McGwire
ve ark., 2014). Leishmania’ya kars1 daha diistik yan etkili ve daha gii¢lii bir ilag heniiz

gelistirilemediginden DSO tarafinca meglumin antimonat ve sodyum stiboglukonat

halen ilk tercih edilen ilaglar olarak 6nerilmektedir (McGwire ve ark., 2014).

Ikinci secenek olarak énerilen dapsone, nifurtimoks, allopurinol, rifampisin ve
klorokin gibi ilaglarda tedaviye yanit beklenen etkide degildir ve bu ilaglarn kullanim1
ile ilgili caligmalar kisithdir (Mitropoulos, 2010). Sistemik kemoterapi tedavisinde
Onerilen ikinci secenek ilaglardan olan amfoterisin B, ketakonazol, allopurinol,
rifampin ve pentamidin gibi ilaglar potansiyel toksik etkileri ve sinirl klinik kullanim
nedeni ile yalnizca yanit alinamayan olgularda kullanilmaktadir (Memisoglu, 1997).
KL’de yeni kullanima giren monoklonal antikorlar, immiin modiilatorler ve
fotodinamik terapi yaklagimlart umut verici goriinmektedir (Mitropoulos, 2010).
Secilmis olgularda, ilag tedavisi haricinde kriyoterapi, lazer, koter ve cerrahi eksizyon

gibi secenekler invaziv yontemlere alternatif olusturmaktadir (Memisoglu, 1997).
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KL genellikle yiizeysel skar birakarak iyilestiginden, hastaya en uygun tedavi
diizenlemesi tercih edilmelidir. iki veya daha fazla sayida, ¢ok biiyiik lezyonlarin
varliginda ve skar gelisiminin istenmedigi lokalizasyonlarda (yiliz gibi) ve mukoza
tutulumunda sistemik tedaviler tercih edilirken, tek ve kiiclik ¢capli lezyonlarda en
uygun tedaviler topikal, fiziksel ve intralezyonel tedavilerdir. Tedavi hedeflerinden
birisi de skar olusumunu engellemek oldugundan, fiziksel tedavi yontemleri secilirken
olusabilecek skar veya hiper-hipopigmentasyonlar goz oOniinde bulundurulmalidir

(Aytekin, 2009).

2.9. Antilaysmanyaller

2.9.1. Meglumin Antimonat ve Sodyum Stiboglukonat

Bes degerli antimoniyaller, sodyum stiboglukonat (pentostam) veya meglumin
antimonat (glukantim), kutanéz ve mukokutandz laysmanyaz tedavisinde yaygin
olarak kullanilan ilaglar olmakla birlikte, bu ilaglarla tedavi pahali ve kardiyak
toksisite ve hepatik enzim diizeylerinde yiikselme gibi ciddi yan etkilere neden
olmasimin yani sira etkisiz olup diisiik tedavi yanitina sebep olur. Ayrica bazi tiirler
bazi ilaglara kars1 daha direngli oldugundan, tedavinin etkinligi enfeksiyona dahil olan
Leishmania tiirlerine de baglidir (Berbert ve ark., 2018). Bes degerli antimoniyaller
parazitleri direk ve indirek mekanizmalarla 61diiriirken, konak immiin sisteminin ilacin
aktivitesini etkilemesinin miimkiin olabilecegi ileri strilmistiir (Ouellette ve ark,
2013).
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Sekil 2.6. Sodyum stiboglukonatin ve Meglumin antimonatin kimyasal yapist (Pubchem)
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2.9.2. Miltefosin

Alkalifosfokolinler serisinden (hexadecylphosphocholine) olan Miltefosin,
1980'lerde kanser Onleyici bir madde olarak gelistirilen genis spektrumlu
antimikrobiyal, antilaysmanyal, fosfolipid yapida bir ilagtir. Miltefosin, ilk olarak L.
donovani‘ye kars1 in vitro ortamda etkili bir ilag olarak kesfedilmis ve daha sonra
Hindistan‘da yapilan ¢alismalarla viseral laysmanyaz tedavisi i¢in 6nerilmistir (Croft
ve ark., 1987; Sundar ve ark., 2001; McGwire ve ark., 2014). Miltefosinin etki
mekanizmas: tam olarak bilinmese de alkali-lipid metabolizmas1 ve fosfolipid
biyosentezi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir (Lux ve ark., 2000). Promastigotlarda
in vitro yapilan ¢alismalarda apoptotik hiicre 6liimiinii indiikledigi gézlenmis (Paris ve
ark, 2004) ancak Leishmania’nin apoptoz mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir
(Debrabant ve ark, 2003; Zangger ve ark, 2002). Leishmania gibi apoptoz benzeri
o0lim sekli gosterebilecek parazitlerde kullanilan ilaglarin, molekiiler olarak etki
mekanizmasinin bilinmesi ve ilag direncinin in vitro olarak gézlenmesi, parazitlerdeki
apoptoz mekanizmasinin aydinlatilmasina da yardimci olabilecegi diisiiniilmektedir.

(Perez-Victoria ve ark., 2003; Seifert ve ark., 2003).

Sekil 2.7. Miltefosinin kimyasal yapisi (Pubchem)

2.9.3. Paromomisin

Paromomisin Gram-negatif ve birgok Gram-pozitif bakteri ile baz1 protozoa ve
sestodlara karst etkili bir aminoglikoziddir. Bir antibiyotik olarak kullanilmasa da
2007 yilinda Hindistan'da VL i¢in etkili, iyi tolere edilen ve uygun fiyatli bir tedavi
olarak gosterilmistir (Davidson ve ark., 2009) Paromomisinin, topikal ve parenteral

formlar1 hem VL hem de KL tedavisi i¢in kullanilmistir (Jhingran, 2009).
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Paromomisin, iyi etkinligi, diisiik maliyeti, daha kisa uygulama siiresi ve giivenilir

olmasi ile birinci basamak ilag olarak kullanilma potansiyeline sahiptir (Sundar, 2008).

Sekil 2.8. Paromomisinin kimyasal yapis1 (Pubchem)

2.9.4. Amfoterisin B

Amfoterisin B (AmpB) Streptomyces nodosus tarafindan diretilen, genis
spektrumlu bir antifungal aktiviteye sahip polihidroksil ve hidrofobik polien
molekiildiir (Tiphine, 1999; Kleinberg, 2006). Amfoterisin B, maya ve kiiflerin yani
sira protozoan bir parazit olan Leishmania'ya kars: etkili, genis bir aktivite yelpazesine
sahip bir antifungal ajandir. AmpB, mantar hiicre zarinin temel bilesenlerinden biri
olan ergosterol'e baglanarak zarin depolarize olmasina ve hiicre zar1 gegirgenliginin
degismesine neden olur. Bu, 6nemli hiicre i¢i bilesenlerinin hiicre disina sizmasina,
hiicre zarmin yirtilmasina ve bdylece hiicre Oliimiine yol acar. Ayrica mantar
hiicrelerinde oksidatif hasar1 indiikleyebilen bu ajanin konak bagisiklik hiicrelerini
uyardig bildirilmistir (Tiphine, 1999; Bern, 2006). Mantarlar gibi, Leishmania’nin da
major membran sterolii, ergostane merkezli yapilandirilmis olup, bu durum AmpB‘nin

Leishmania‘ya olan etkisini en iyi sekilde agiklamaktadir (Goad ve ark., 1984).

Sekil 2.9. Amfoterisin B’nin kimyasal yapisi1 (Pubchem)
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2.10. Antibiyotikler

2.10.1. Tetrasiklin

Tetrasiklin antibiyotikler, g¢esitli Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler,
spiroketler, zorunlu hiicre igi bakteriler ve ayrica protozoan parazitleri kapsayan genis
spektruma sahiptirler. Ilk tetrasiklinler, Actinomycetes’lerden dogal olarak elde
edilmekteydi. Streptomyces aureofaciens tarafindan iiretilen ve Aureomycin olarak
pazarlanan klortetrasiklin ilk olarak 1948'de Benjamin Duggar tarafindan gelistirilmis
ve ayni yil klinik kullanim i¢in onaylanmistir (Duggar, 1948). Kisa siire sonra, 1950'de
ABD Gida ve llag Idaresi (FDA) tarafindan onaylanan ve Terramycin adiyla
pazarlanan oksitetrasiklin izole edilmistir (Finlay ve ark., 1950). Tetrasiklinlerin
bir¢ogu, komplike olmayan solunum, lirogenital, gastrointestinal ve diger nadir ve
ciddi enfeksiyonlarin tedavisi i¢in kullanilmaktadir. Bununla birlikte, tetrasikline kars1
diren¢ mekanizmalarin yayilmasi, kullanimlarimi daraltmis ve kullanimi yalnizca
dogrulanmig duyarliligi olan enfeksiyon etkenleri ile smirh kalmistir. 1980'lerin
sonlarinda, tetrasikline 6zgii diren¢ mekanizmalarina sahip ve tedavisi zor olan ¢oklu
ilag direngli (MDR) Gram-negatif ve Gram pozitif patojenlerin ortaya g¢ikmasi,

tetrasiklinlerin optimizasyonuna olan ilginin yeniden canlanmasini saglamistir.
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Chlortetracycline (Aureomycin, 1948)  Oxytetracycline (Terramycin, 1951)

Sekil 2.10. Tetrasiklinlerin kimyasal yapisi (Grossman, 2016)

2.10.2. Tigesiklin

Yar1 sentetik bir glisilsiklin olan tigesiklin, 1993 yilinda kesfedilmis ve 2005'te
klinik kullanima sunulmustur (Sum ve Petersen, 1999; Zhanel ve ark. 2004).
Tigesiklin, diger antibiyotik smiflarina direngli patojenlerin neden oldugu ciddi
enfeksiyonlar i¢cin 6nemli bir tedavi secenegi olmaya devam etmektedir. Parenteral

kullanilabilen tigesiklin, MRSA, vankomisine direngli Enterococcus spp. (VRE),
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¢oklu ilag direngli A. baumannii, GSBL iireten ve karbapenem direngli
Enterobacteriaceae (CRE), cilt enfeksiyonlari, karin i¢i enfeksiyonlar1 ve toplumdan
edinilmis bakteriyel pndmoninin tedavisinde kullanilmaktadir (Stein ve Babinchak,
2013; Wyeth Pharmaceuticals 2016). Tigesiklin uygulamasi sadece IV ile siirlidir.
Coklu ilag¢ direngli patojenlere karsi aktivitesi goz Oniine alindiginda, tigesiklinin
hastanede edinilmis pnomoni, ventilatorle iliskili pndmoni ve diyabetik ayak

enfeksiyonlarinda kullanimi tercih edilmektedir (Wyeth Pharmaceuticals, 2016).
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Sekil 2.11. Tigesiklinin kimyasal yapis1 (Grossman, 2016)

2.10.3. Klindamisin

Klindamisin, bakteriyostatik etkisini, bakteriyel ribozomun 50S alt birimine
baglanarak mikrobiyal proteinlerin sentezini inhibe ederek gostermektedir. Ribozomal
birimleri hedefleyerek dogrudan antibakteriyel etkiye ek olarak, klindamisinin klinik
etkinligini artiran bir dizi benzersiz farmakolojik 6zelligi vardir. Klindamisin, viriilans
faktorlerinin ekspresyonunu inhibe ederek bakterilerin mukozal yiizeydeki epitel
hiicrelerine yapismasini azaltan tek antibiyotiktir. Bu antibiyotik, A grubu 3-hemolitik
streptokoklarin M protein iiretimini inhibe eder, bdylece fakiiltatif Gram-pozitif
streptokok tiirlerinde kapsiil olusumunu bloke eder. Ayrica S. aureus ve Clostridium
tiirleri tarafindan tiretilen proteinleri, enzimleri, sitokinleri ve toksinleri de inhibe eder

(Brook ve ark., 2005; Spizek ve Rezanka, 2017)

Klindamisin, ¢ogu anaerobik bakteri ve MRSA lar dahil Gram-pozitif
bakterilerin neden oldugu solunum, kemik ve yumusak doku, boyun, yiiz, karin ve
pelvik enfeksiyonlar1 ile bazi protozoon tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilir. Klindamisin ile iliskili en yaygin yan etki ishaldir.
Psodomembrandz kolite neden olabilen Clostridium difficile kolitine bagli,

antibiyotikle iligkili ishal siklikla klindamisin kullanima bagli olarak gelismektedir.
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Bu artan riskler nedeniyle, klindamisin kullanim1 genellikle ciddi enfeksiyonlar1 olan
veya beta-laktam asir1 duyarliligi olan hastalarla sinirlidir. Diger bazi olumsuz etkiler
arasinda agizda metalik tat, karaciger transaminazlarinda gecici yiikselmeler,
graniilositopeni ve trombositopeni sayilabilir (Sanchez-Borges ve ark., 2013;
PubChem, 2020).

Sekil 2.12. Klindamisinin kimyasal yapisi (Grossman, 2016)

2.11. Ugucu Yag Bilesenleri

2.11.1. Karvakrol

Karvakrol, (2-metil-5-(1-metiletil) fenol) biberiye (Lepidium flavum),
keklikotu (Origanum vulgare) ucucu yaginda, kekik (Thymus vulgaris), vahsi
bergamot (Citrus aurantium var. bergamia Loisel) ve diger bazi bitkilerde bulunan
likit fenolik monoterpenoiddir (Fachini-Queiroz ve ark., 2012; Tang ve ark., 2011).
Bu biyoaktif molekiiliin, antibakteriyel, antifungal, antiviral, antioksidan ve
antikarsinojenik gibi ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu bildirilmistir (Du ve
ark., 2008; Sanchez, Aznar ve Sanchez, 2015; Guimaraes ve ark., 2010; Arunasree,
2010). Ozellikle antimikrobiyal aktivitesi nedeniyle, gida endiistrisinde dogal bir gida

koruyucusu olarak kullanilmaktadir (Daferera ve ark., 2003).
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Sekil 2.13. Karvakroliin kimyasal yapist (Pubchem)

2.11.2. Timol

Timol (5-metil-2-izopropilfenol), Thymus ve Origanum bitkilerinden elde
edilen ugucu yaglarin ortak bir bilesenidir ve bu yaglara antimikrobiyal 6zellikler
kazandirir (Mahmoud. 1994; Sivropoulou, 1996). Timol, tibbi antiseptikler, yara
iyilestirici maddeler, gida koruyuculart ve tatlandiricilar gibi ¢esitli uygulama
alanlarma sahiptir (Amiri, 2012; Avrupa Ilag Ajansi, 2013). Timol, Gida ve Ilag
Idaresine (FDA) gére genel olarak giivenli kabul edilen bir gida katki maddesidir
(Zhang ve ark., 2014). Ayrica yilizey dezenfektani, antimikrobiyal ve antioksidan katki
maddesi olarak kullanilmasinin yaninda parfiimeri gibi farkli alanlarda da
kullanilmaktadir (Fachini-Queiroz ve ark., 2012; Komaki ve ark., 2016).

Sekil 2.14. Timoliin kimyasal yapis1 (Pubchem)
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2.12. Antilaysmanyal Diren¢

Bes degerli antimon bilesikleri laysmanyaza kars1 1920'lerden beri kullanilan
baslica ilaglar olup, bu toksik bilesiklerin dar bir terapotik araligi vardir. Bu ilaglara
kars1 direng gelisimi olduk¢a yayginlagsmasina karsin Latin Amerika ve Dogu Afrika
da dahil olmak {izere diinyanin diger bolgelerinde hala kullanilmaktadir (Mitropoulos
ve ark., 2010; DSO, 2017). Miltefosin, kala-azar eliminasyon programi baglaminda
Hindistan’da antimon bilesiklerinin yerini almistir, ancak bu ilacin etkinliginde
piyasaya sunulmasindan sonraki on yil i¢inde diisme gozlenmistir (Sundar ve ark.,
2012; Rijal ve ark., 2013). Son zamanlarda, ilk olarak Fransa'da HIV ile ko-enfekte bir
hastada ve daha sonra iki Hintli hastada olmak iizere, birka¢ direncli klinik izolat
tamimlanmistir (Mondelaers ve ark., 2016; Srivastava ve ark., 2017; Cojean ve ark.,
2012). Amfoterisin B, serbest deoksikolat formunda enjekte edildiginde oldukca
etkilidir ancak nispeten toksiktir. Lipozomal formiilasyonun yiiksek maliyeti, kullanim
araligini kisitlamig olmasina ragmen, toksisite riskini azaltmistir. Ancak, bu ilag i¢in
de bir direng riski ortaya ¢ikmaya baslamistir. Fransa'da HIV-Leishmania
koenfeksiyonlarinda tedavi basarisizhig, Isvigre'de bagisiklig1 baskilanmis bir hastada
ise AmpB yanitsizligi bildirilmistir (Morizot ve ark., 2016; Eichenberger ve ark.,
2017). Paromomisin, Leishmania tiirlerine karsi sinirli bir araliga sahiptir. Laboratuvar
ortaminda direngli izolatlar gelistirilmis olmasina ragmen sahadaki direngle ilgili

durum belirsizligini korumaktadir (Hendrickx ve ark., 2016; Bhandari ve ark., 2014).

Tedavi basarisizigmin (TB) ve ilag direncinin (ID) esanlamli olmadigini
dikkate almak onemlidir. TB, konak (bagisiklik veya beslenme durumu gibi), parazit
(6rnegin, parazitin ilaglara erisemedigi dokularda bulunmasi) ve ¢evre (6rnegin,
kiiresel 1sinmaya katkida bulunan) ile ilgili birgok faktore baglidir. Bununla birlikte,
ID, tedavi sonucunun temel belirleyicisidir ve parazitlerin ilaca direng

mekanizmalarinin anlasilmasi esastir (Ponte-Sucre ve ark., 2017).

2.13. Dogal Aktif Bilesenlerin Antilaysmanyal Aktivitesi

Mevcut ilaglarla siirdiiriilen tedavi, toksik yan etkiler, yliksek maliyet, niiks

siklig1, direng gelisimi ve uzun siireli tedavi gerekliligi gibi cesitli sinirlamalara
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sahiptir (Haldar ve ark., 2011; Murugan ve ark., 2018). Bu nedenle, bu parazitik
hastaliga kars1 yeni ilag gelistirme yatirimlar: riskli bir alan olarak goriilmektedir.
Tibbi bitkiler, geleneksel ilaglarin en énemli kaynaklardir. DSO, diinya niifusunun
yaklasik %80'inin birinci basamak saglik hizmetleri icin dogal bitkisel ilaglara
giivendigini ifade etmistir (Et-Touys ve ark., 2017). Ayrica, tiim diinyada kullanilan
ilaglarin %25 ile 50'si bitkisel ve dogal tiriinlerden elde edilmektedir (Santos ve ark.,
2008). Bu nedenle, laysmanyaz tedavisine yonelik mevcut arastirma yaklasimlari,
tibbi bitkileri 6nemli bir arastirma alan1 olarak biiyiik 6l¢iide ele almaktadir. Dogal
bitkilerin antilaysmanyal etkinligine yonelik ¢ok sayida ¢aligma yapilmaktadir. Bu
calismalarin %84.2'si in vitro, %15.8'i ise in vivo ortamda gergeklestirilmistir. 80 sifali
bitki, farkli Leishmania tiirlerine (L. infantum, L. tropica, L. major, L. amazonensis, L.
aethiopica, L. donovani, L. braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis ve L. mexicana)
ve yasam dongiisii formlari karsi (amastigotlar ve/veya promastigotlar) in vitro olarak
taranmistir. 103 bitki 6ziitiiniin/esansiyel yagin in vitro olarak belirlenen 1Cso degeri,
0.88 pug/mL (Boswellia serrata'nin diklorometan ekstraktinin polar fraksiyonu) ile 98
ug/mL (Mrayya koenigii'nin petrol eteri ekstrakti) araliginda bulunmustur (Hassan ve
ark., 2022).

Baz1 sifali bitkiler, hiicre zarindan kolayca ge¢is yapabilen ve sonug olarak
hiicre i¢i hedeflere erisim saglayan farkli hidrofobik molekiillerden olusan ugucu
yaglardan zengindir (Colares ve ark., 2013; Machado ve ark., 2014). Ayrica lipit
molekiilleri ile g¢evrili sitoplazmik zarlarda bulunan ATPazlar ve diger proteinler
tizerinde de etki edebilirler. Ayrica proteinlerin hidrofobik kisimlarinda lipit-protein
etkilesimlerinin bozulmasina neden olabilirler veya yapisal boliimlerin sentezinde yer
alan enzimlerle etkilesime girebilirler. Terpenler, hiicre zarmin ¢ift katmanlh lipid
tabakasina kolayca niifuz edebilir ve Leishmania parazitlerinin hiicre yapist ve
mitokondriyal zarinin biitiinligiinde degisikliklere yol acabilir (Colares ve ark., 2013).
Ornegin,  Artemisinin  apoptozu, mitokondriyal —membran potansiyelinin
depolarizasyonunu ve DNA fragmantasyonunu indiiklemistir (Sen ve ark., 2007; Sen
ve ark., 2010). Ursolik asit, kaspaz 3/7'den bagimsiz, ancak mitokondriye bagimli
olarak programlanmis hiicre liimiine neden olmaktadir. Bu bilesik, KL’nin lezyon
boyutunu ve parazit yiikiinii in vivo olarak azaltmistir (Machado ve ark., 2014). (-)-a-
Bisabolol, sitoplazmik membran hasarina neden olmasina ek olarak, ATP seviyelerini

diistiriirek mitokondriyal membran potansiyelini bozmaktadir (Hajaji ve ark.; 2018).
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Flavonoidler gibi antioksidan bilesiklerden zengin bitkiler, morfolojik degisiklikleri
baslatarak ve hiicresel biitiinliigiin kaybina neden olarak G1 fazinda hiicre dongiisiiniin
durmasma yol agabilmektedir (Sen ve Chatterjee, 2011). Ayrica parazit
mitokondrilerine zarar verebilmektedir (Colares ve ark., 2013). Kumarin grubu
icindeki c¢esitli yapilar, antilaysmanyal aktivite dahil olmak tizere birgok biyolojik
aktiviteye sahiptir (Hassan ve ark., 2022).

Yukarida etkinlikleri siralanan aday fitokimyasallarin segici antiparaziter
Ozellik gostermeleri, diisiik toksisiteye sahip olmalari/kimyasal olarak modifiye
edilmeleri ve farmakokinetik 6zelliklerinin belirlenmesi, artan antilaysmanyal dirence

kars1 yiiriitiilen ila¢ caligsmalarina katk: verecektir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar

Balikesir Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
arastirma laboratuvarlarinda bulunan ve bu calismada kullanilan cihazlar asagida

belirtilmistir;

Otoklav (Hiyarama HG-50); Etiiv (Memmert IN160); Pastor firini1 (Binder
ED53); Hassas terazi (Sartorius TE214S); Isiticili manyetik karigtirici (IKA RTS5);
Biyogiivenlik kabini (Labonco); Invert mikropskop (Olympus CKX41SF);
Spektrofotmetre (Thermo Scientific Varioskan Flash; Tibbi Biyokimya AD)

3.2. Antilaysmanyaller

(Calismada kullanilan antilaysmanyal etken maddelerden bes degerli antimon
bilesikleri olarak sodyum stiboglukonat (pentostam) ve meglumin antimonat
(glukantim) i¢in hasta preparatlari kullanildi. Miltefosin  (B2693-072166),
paromomisin (1263-89-4) ve amfoterisin B (1397-89-3)’nin saf ve analitik formlari ise
BOCScience (USA) firmasindan saglandi.

3.3. Antibiyotikler

Calismada kullanilan antibiyotik etken maddeleri, klindamisin, Bilim Ilag
firmasindan, tetrasiklin (T7660) ve tigesiklin (PZ0021) ise Sigma-Aldrich firmasindan
saglandi.

3.4. Ucucu Yag Bilesenleri

Calismada kullanilan ugucu yag bilesenlerinden karvakrol (232197) ve timol

(T0501) iin saf ve analitik formlar1 Sigma-Aldrich firmasindan saglandi.
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3.5. Parazit Susu

Calismada kullanilan referans L. tropica (MHOM/AZ/1974/SAF-K27) susu,
Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji Anabilim Dali

biinyesinde bulunan Parazit Bankasi’ndan saglandi.

3.6. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

3.6.1. Novy-Nicole-McNeal (NNN) Besiyerinin Hazirlanmasi

1. 1.4 g Agar ve 0.6 g NaCl, 90 mL distile suda ¢6zdiiriildii ve otoklavda (121°C’de
15 dKk) steril edildi.

2. Besiyeri 50-55°C’ye kadar sogutulduktan sonra 10 mL defibrine tavsan kani ve 0.2

mL penisilin/streptomisin soliisyonu eklendi.

3. Steril vidal1 kapakli tiiplere, hazirlanan besiyerinden 4’er mL dokiilerek 10° egimde

besiyerinin katilagmasi saglandi.

4. Besiyerleri kullanilacagi zamana kadar +4°C’de muhafaza edildi.

3.6.2. RPMI-1640 Stok Si1vi Besiyerinin Hazirlanmasi

Ticari olarak temin edilen RPMI-1640 besiyeri igerisine %10 FCS, %]l
penisilin/streptomisin ve %1 gentamisin eklenerek stok sivi besiyeri hazirlandi.
Besiyeri kullanilacagi zamana kadar +4°C’de muhafaza edildi.

3.7. Leishmania tropica Susunun Canlandirilmasi

Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji Anabilim Dal1

Parazit Bankasi’nda sivi azot iginde saklanan L. tropica promastigotlari, sicakligi
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37°C’ye ayarlanmis olan su banyosunda kisa siire tutuldu ve promastigotlarin canlilig

151k mikroskobunda 40x biiyiitmede kontrol edildi.

3.8. Leishmania Promastigotlarimin NNN Besiyerine Ekimi

NNN besiyerleri oda sicakligina getirildi. NNN besiyerine 1 mL RPMI-1640
stok s1v1 besiyeri eklendi ve s1vi azottan ¢ikarilarak su banyosunda bir siire tutulan L.
tropica promastigotlar1 steril cam pastor pipeti yardimi ile NNN besiyerine inokiile
edildi. Promastigot eklenmis NNN besiyerleri 26°C’lik etiivde bes giin bekletildi. Dort
giinliik inkiibasyondan sonra besiyerinin s1vi kismindan cam pastor pipeti kullanilarak

ornek alindi1 ve direk preparat hazirlanarak promastigot iiremesi ve yogunlugu 1sik

mikroskobunda 40x’lik objektif kullanilarak kontrol edildi.

3.9. Leishmania Susunun RPMI-1640 Siv1 Besiyerinde Cogaltilmasi

NNN besiyerinde yeterli tireme yogunluguna ulasmis ve logaritmik faza girmis
olan promastigotlar ilag duyarlilik testlerinde kullanilmak iizere NNN besiyerinden
stok RPMI-1640 sivi besiyerine pasajlandi ve 26°C’de inkiibasyona birakildi.
Promastigot inokiile edilmis RPMI-1640 s1v1 besiyeri bulunan flasklara 2-3 giinde bir
taze besiyeri eklenerek, yeterli miktarda promastigot elde edildi. ila¢ duyarlilik
testlerinde kullamlmak iizere yogunlugu 10° promastigot/mL olacak sekilde parazit

stispansiyonu hazirlandi.

3.10. Antibiyotiklerin ve Antilaysmanyal ilaglarin Stok Cozeltilerinin

Hazirlanmasi

Antibiyotik ve antilaysmanyal etken maddeler ile birlikte gonderilen
protokollerden uygun c¢oziicii/sulandirici ¢esidi ve potens degeri belirlendi.
Antibiyotik ve antilaysmanyal ilag konsantrasyonlar1 EUCAST kriterleri
dogrultusunda hesaplandi. Hassas terazide tartilan antibiyotik ve antilaysmanyal etken

maddelerin uygun ¢oziiciilerle, Tablo 3.1.’de belirtilen konsantrasyonlarda stok
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cozeltileri hazirlandi. Hazirlanan stok ¢ozeltiler 1 ml’lik miktarlarda test edilecekleri

zamana kadar -20°C’de saklandi.

Tablo 3.1. Etken maddelerin stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Etken Maddeler Coziicii  Sulandirict  Calisma Konsantrasyonu
Meglumin antimonat* - - 300.000 pg/mL
Sodyum stiboglukonat™ - - 100.000 pg/mL
Paromomisin Su Su 16.400 ng/mL
Miltefosin Su Su 1.000 pg/mL
Amfoterisin B Su Su 10 ng/mL
Tetrasiklin Su Su 16.400 pg/mL
Tigesiklin Su Su 16.400 pg/mL
Klindamisin Su Su 5.120 pg/mL
Karvakrol DMSO RPMI-1640 1024 mg/mL
Timol DMSO RPMI-1640 4096 mg/mL

*Hasta preparatlarindan direk ¢aligilmistir.

3.11. Ucucu Yag Bilesenlerinin Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Ticari olarak temin edilen ugucu yag bilesenlerinden karvakrol ve timoliin stok
cozeltileri, RPMI-1640 siv1 besiyeri kullanilarak sirasiyla, 256 ve 1000 pg/mL

konsantrasyonlarda hazirlandu.

3.12. In vitro Mikrodiliisyon Yontemi

Antilaysmanyal ilaglar, antibiyotikler ve ugucu yag bilesenlerinin
antilaysmanyal aktiviteleri sivi mikrodilisyon yontemi ile in vitro olarak belirlendi.
Ilag duyarlilik testlerinde; steril, diiz tabanli 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plagindaki 12
siranin 1°1 pozitif kontrol, 1’1 negatif kontrol, geri kalan kuyucuklar da 2’1i siralar
halinde etken maddeler i¢in kullanildi. Her bir kuyucuga stok RPMI-1640 sivi
besiyerinden (%10 FCS + %] penisilin/streptomisin + %1 gentamisin) 100 pL
dagitildi. Mikroplakanin etken maddeler i¢in ayrilmis boliimlerinin ilk kuyucuklarina,
etken madde silispansiyonundan 100 pL pipetlenerek seri diliisyon yapildi. Seri

diliisyon islemi tamamlandiktan sonra 107 promastigot/mL yogunlugundaki parazit
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stispansiyonundan negatif kontrol hari¢ tim kuyucuklara 100 pL eklendi.
Mikroplakanin kapagi kapatilarak etrafi parafilm ile kaplandi ve 26°C’de inkiibasyona
alind1. Inkiibasyonun 24, 48 ve 72. saatlerinde etken maddelerin ICso degerleri MTT

yontemi ile belirlendi.

3.12.1 MTT Soliisyonunun Hazirlanmasi

Hassas terazide 50 mg 3-(4,5- dimetil tiazol -2-il)-2,5-di fenil tetrazolyum
bromiir (MTT) tartiip 10 mL PBS igerisinde ¢oziilerek hazirlanan 5 mg/mL
konsantrasyondaki MTT ¢ozeltisi 1 mL’lik tiiplere boliindii ve 0.22 pm’lik membran
filtreden gegirilerek steril edilip kullanilacagi zamana kadar -20°C’de muhataza edildi.
Calisma Oncesinde -20°C’de muhafaza edilen 1 mL MTT soliisyonu 37°C’lik sicak su
banyosunda ¢ozdiiriilerek 10 mL RPMI-1640 ile sulandirilarak kullanima hazir hale
getirildi.

3.12.2 MTT Yéntemi ile ila¢ Duyarhhginin Belirlenmesi

Inkiibasyon siiresi biten mikroplakalarin her bir kuyucugundan 100 uL alinarak
yeni bir 96’lik steril mikroplakaya ayn1 diizende aktarildi. Onceden hazirlanmis MTT
sollisyonundan yeni mikroplakanin tiim kuyucuklarina 100 pL eklendi. Mikroplakalar
parafilm ile sarildi ve 26°C’de 4 saat inkiibasyona birakildi. Dort saatin ardindan
etlivden ¢ikarilan plaklarin her kuyucuguna formazan kristallerinin ¢6ziinmesi i¢in 100
uL DMSO eklendi ve 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda mikroplakalar
spektrofotometre cihazinda 450 nm dalga boyunda okutularak absorbans degerleri
kaydedildi. Absorbans degerlerinin hesaplanmasi sonucunda belirlenen % canlilik
degerlerine gore etken maddelerin MPK (minimum parazitisit konsantrasyon)

degerleri parazit canlilifinin olmadig1 en kiiciik konsantrasyon olarak saptanda.
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3.13. Sinerjik Etkilesimlerin Belirlenmesi

Antilaysmanyaller ile antibiyotikler veya ucucu yag bilesenleri arasindaki

etkilesim dama tahtasi (checkerboard) yontemi ile belirlendi. Bu amagla her

kombinasyon i¢in 2 adet 96 kuyucuklu diiz tabanli steril mikroplaka kullanildi. Birinci

mikroplakanin her bir kuyucuguna RPMI-1640 besiyerinden 50 pL dagitildi. ICso

degerinin 3 sulandirim {stiinden baslayip 5 sulandirim altina kadar, antilaysmanyal

ilaglarin dikey diizlemde seri diliisyonlar1 yapild1 (Sekil 3.1).

BIiRINCi MIKROPLAKA (ANTILAYSMANYAL MiKROPLAKASI)
ANTILAYSMANYAL MIK ALANI
SERI SULANDIRIM ALANI KONTROL ALANI AL | AB/UYB
128 | 128 | 128 | 128 | 128 | 128 | 128 | 128 128 | 2560
64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 64 64 1280
32 | 32 32 (3132|3232 32 UREME R < 640
16 | 16 | 16 | 16| 16 | 16 | 16 | 16 | KONTROL Egﬁfﬁgﬁ 16 | 320
8 | 8 | 8 | 8118 | 8 |8 | 8 | (RPMI-1640 ®RPMI- |8 160
4 | 4 | 4 | 4 4 | 4] 4] 4 N 1640) 4 80
2 | 2| 2 | 2l@ | 2 | 2 | 2 |LEISHMANIA) 2 40
1 1119411111 1 20
Sekil 3.1. Dama tahtas1 metodunda birinci mikroplakanin hazirlik semasi
IKiNCi MIKROPLAKA (AB/UYB MiKROPLAKASI)
AB/UYB SERIi SULANDIRIM ALANI BOS ALAN
20 | 40 | 80 | 160 | 320 | 640 | 1280 | 2560
20 | 40 | 80 | 160 | 320 | 640 | 1280 | 2560
20 | 40 | 80 | 160 | 320 | 640 | 1280 | 2560
20 | 40 | 80 | 160 | 320 | 640 | 1280 | 2560
20 | 40 | 80 | 160 | 320 | 640 | 1280 | 2560
20 | 40 | 80 | 160 | 320 | 640 | 1280 | 2560
20 | 40 | 80 | 160 | 320 | 640 | 1280 | 2560
20 | 40 | 80 | 160 | 320 | 640 | 1280 | 2560

Sekil 3.2. Dama tahtas1 metodunda ikinci mikroplakanin hazirlik semasi

Ikinci mikroplakanin 8. siitununa kadar tiim kuyucuklarma 70 uL. RPMI-1640

besiyeri dagitildi. 8. siitundaki kuyucuklara 70 puL antibiyotik soliisyonu eklenerek,

yatay diizlemde sagdan sola dogru seri diliisyon yapildi (Sekil 3.2).
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Ikinci mikroplakada yapilan diliisyonlar, birinci mikroplakaya birebir ayni
kuyucuga olmak iizere 50 puL aktarilarak, Sekil 3.3.’da goriildiigii gibi her kuyucukta
her iki etken maddenin farkli kombinasyonlar1 elde edildi (Pillai vd., 2005).

Logaritmik faza girip yeterli yogunlukta iiremis L. tropica promastigotlarindan
hazirlanan 107/mL  yogunluktaki parazit siispansiyonundan 100 pL, birinci
mikroplakanin besiyeri ve sterilite kontrol kuyucuklar1 hari¢ tiim kuyucuklaria
eklendi. Ureme kontrolii (RPMI 1640+promastigot), besiyeri kontrolii (RPMI 1640)
ve sterilite kontrolii (RPMI 1640+antilaysmanyal/antibiyotik, RPMI 1640+
antilaysmanyal/ugucu yag bileseni) ig¢in 4’er kuyucuk kullanildi. Mikroplakalar
26°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda her siitun ve satirda iireme
olmayan en diisiik konsantrasyondaki kuyucuklarin FiKI degerleri baz alindi. Tiim

calismalar iki kez tekrar edildi.
1

2 o | 20 | 4 0 160 | 20 | s | weo | B | ¢ | 4 2500
St 0 | 20 | ao | s | 10 | 30 | eso | 1w [ B ¢ | 2 |1280
N IEINIEY BT
o o o oo 5 |05 2| o5 [0 - | |8
g 0.125 %o | o | eio | 120 | B ¢ | 025 | 160
e e o e - |
M EEEER

oo | 8508 |5t oo [MEN = | oo oo | oo [0 - Jumi s

25 5 10 20 40 80 160 320

\ ANTIBIYOTIK/UCUCU YAG BILESENI \

Sekil 3.3. Inkiibasyon sonras1 dama tahtas1 mikroplakasinin goriiniim semasi
Promastigot iireyen kuyucuklar pembe, iiremeyen kuyucuklar beyaz ve FiKi hesaplanacak
kuyucuklar mavi renk ile temsil edilmektedir, 2Antilaysmanyal ile antibiyotigin/ugucu yag
bileseninin MIK degeri, "Ureme kontrolii (RPMI-1640+Promastigot), AB: Antibiyotik, AL:
Antilaysmanyal, UYB: Ucucu Yag Bilegeni.

Antilaysmanyaller ile antibiyotikler/ugucu yag bilesenleri arasindaki etkilesim,
fraksiyonel inhibitdr konsantrasyon indeksi (FIKI) hesaplanarak belirlendi. Bu

hesaplama icin asagidaki formiil kullanildi.
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FiKi= FiK Antilaysmanyal + FIK Antibiyotik/Ugucu Yag Bileseni

FIKi= (Kombinasyondaki AL MIK + Kombinasyondaki AB/UYB MIK
AL MIK AB/UYB MIK

Hesaplanan FIKI degerleri, sinir degerlere gore yorumland.

Etkilesimler, <0.5: sinerji;  >0.50-0.75>: kismi sinerji; >0.75-1>: aditif;
>1.00-4.00>: etkisiz (indifferent) ve >4.00: antagonizma olarak degerlendirilmeye
alind1 (Li ve ark., 2013).
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4. BULGULAR

Antilaysmanyal etken maddelerden meglumin antimonat (glukantim) ve
sodyum stiboglukonat (pentostam)’in ticari preparatlari, miltefosin, paromomisin,
AmpB; antibiyotiklerden tetrasiklin, tigesiklin ve klindamisin, ugucu yag
bilesenlerinden karvakrol ve timoliin antilaysmanyal etkinlikleri s1vi mikrodiliisyon
yontemiyle ve bu maddeler arasindaki sinerjik etkilesimler ise dama tahtasi
yontemiyle calisilmigtir. Denenen tiim maddelerin ICso degerleri ise Prism 8.0
(GraphPad Software, La Jolla, CA, www.graphpad.com) programi ve [log(inhibitor)

vs. normalized response — Variable slope] denklemi ile belirlenmistir.

4.1. Leishmania tropica’nin Antilaysmanyal Duyarhlik Sonuclar

Bes degerli antimon bilesiklerinden meglumin antimonatin ticari preparati olan
gluantim L. tropica susuna karsi in vitro etkinliginin zayif oldugu gorildi. Bu
caligmada denenen ticari preparatin konsantrasyonu 300 mg/mL olup, 75-0.58 mg/mL
diliisyon araliginda ¢aligildi ve diliisyonlarin tamaminda promastigotlarin canli oldugu
tespit edildi. L tropica susuna kars1 glukantim igin ICso degeri > 75000 pg/ml olarak
belirlendi (Tablo 4.1). Glukantim igin en yiiksek ila¢ konsantrasyonunda dahi %100

hiicre canlilig1 oldugu i¢in ICsp degeri tam olarak hesaplanamadi.

Tablo 4.1. Glukantime kars1 farkli [mg/mL] da L. tropica susunun duyarlilig

Glukantim konsantrasyonu (mg/mL)

Zaman 75 375 18.75 9.375 4.68 2.34 1.17 0.58

Canlilik (%) - 24.saat 100 100 100 100 100 100 100 100

Canlilik (%) - 48.saat 100 100 100 100 100 100 100 100

Canlilik (%) - 72. saat 100 100 100 100 100 100 100 100

Bes degerli antimon bilesiklerinden sodyum stiboglukonatin ticari preparati olan

pentostamin L. tropica susuna karst in vitro olarak etkili oldugu goriildi. Ticari
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preparatin konsantrasyonu 100 mg/mL idi. Calisma soliisyonu, mikroplakadaki son
dilisyon araligi 1562-12 pg/mL olacak sekilde ayarlandi. 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon sonunda invert mikroskop ile kuyucuklardaki promastigot canlilig1 kontrol
edildiginde, 781 pg/mL konsantrasyona kadar promastigot canlilig1 goriilmezken 12
png/mL konsantrasyonda promastigotlarin %100’liniin canli oldugu saptandi. Sodyum
stiboglukonatin antilaysmanyal etkinligini ifade eden 1Csp degeri ise 24, 48 ve 72.

saatlerde sirastyla 57.67 pg/ml, 57.08 ug/ml ve 52 pg/ml olarak hesaplandi (Tablo 4.2,
Sekil 4.1).

Tablo 4.2. Pentostama karsi farkli [ug/mL] da L. tropica susunun degisen duyarliligi

Pentostam konsantrasyonu (ng/mL)

Zaman 1562 781 390 195 97 48 24 12
Canhlik (%) - 24. saat 0 3.9 6.6 188 226 52.8 94.2 100
Canhlik (%) - 48. saat 0 0 6.1 6.8 22.7 59.8 86.3 100
Canlilik (%) - 72. saat 0 0 0 18.2 24.7 54.5 83.8 100

10032 ICsp = 57.67 gg/mL 1007e ICso= 57.08 pg/mL 1003 ICso = 52.00 pg/mL
LogICgp = 1.761 ug/mL LogICsp= 1.756 pg/mL LogICsg = 1.716 pg/mL
x R? =0.9820 E R’= 0.9920 E R?=0.9823
g 50 g 50 g 50
0 . 0 0 o i

Log [Pentostam]

24, saat

Log [Pentostam]

48. Saat

Log [Pentostam]

72. saat
Sekil 4.1. Pentostamin L. tropica susuna kars1 ICso degerleri

Antilaysmanyal ilaglardan miltefosinin L. tropica susuna karsi in vitro olarak
etkili oldugu goriildii. Calisma soliisyonu, mikroplakadaki son diliisyon araligi 256-2
pg/mL olacak sekilde ayarlandi. 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonunda invert
mikroskop ile kuyucuklardaki promastigot canliligi kontrol edildiginde, 64 pg/mL
konsantrasyona kadar promastigot canliligi goriilmezken 4 ug/mL konsantrasyonda
promastigotlarin %100’{inlin canli oldugu saptandi. Miltefosinin antilaysmanyal
etkinligini ifade eden ICso degeri ise 24, 48 ve 72. saatlerde sirasiyla 7.615 pg/mL,
7.777 pg/mL ve 6.910 pg/ml olarak hesaplandi (Tablo 4.3, Sekil 4.2).
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Tablo 4.3. Miltefosine karsi farkli [ug/mL] da L. tropica susunun degisen duyarliligi

Miltefosin konsantrasyonu (ng/mL)

Zaman 256 128 64 32 16 8 4 2
Canliik (%) - 24. saat 5.7 4.9 7.5 9.3 10.1 535 100 100
Canlilik (%) - 48. saat 0 0 0 9 14.1 53.2 100 100
Canllik (%) - 72. saat 0 0 0 9.5 19.2 39.6 100 100

100

ICgo = 7.615 pg/mL 100
LoglICs, = 0.8817 pg/mL
R? = 0.9862

IC50="7.777 pg/mL 100
LogICgq = 0.8908 ug/mL
R?=0.9885

IC50 = 6.910 wg/mL
LogICsq = 0.8395 pg/mL

50 R?=0.9835

% canlihk

50: 50

% canlihk
% canlilik

T 1 0 T
2.0 2.5 0.5 1.0

Log [Miltefosin]

24. saat 48. saat 72. saat

T T
0.5 1.0 15 20 05 1.0 15

.5
Log [Miltefosin]

Log [Miltefosin]

Sekil 4.2. Miltefosinin L. tropica susuna kars1 ICso degerleri

AmpB’nin L. tropica susuna karsi in vitro olarak etkili oldugu goriildii.
Calisma sollisyonu, mikroplakadaki son diliisyon araligi 2.5-0.019 pg/mL olacak
sekilde ayarlandi. 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonunda invert mikroskop ile
kuyucuklardaki promastigot canlilig1 kontrol edildiginde, 1.25 pg/mL konsantrasyona
kadar promastigot canliligi goriilmezken 0.019 pg/mL  konsantrasyonda
promastigotlarin  %100’e yakin kisminin canli oldugu saptandi. AmpB’nin
antilaysmanyal etkinligini ifade eden ICso degeri ise 24, 48 ve 72. saatlerde sirasiyla

0.072 pg/mL, 0.067 pug/mL ve 0.068 pg/ml olarak hesaplandi (Tablo 4.4, Sekil 4.3).

Tablo 4.4. AmpB’ye kars1 farkli [pg/mL] da L. tropica susunun degisen duyarlilig

AmpB konsantrasyonu (ng/mL)

Zaman 2.5 125 0625 0312 015 0.078 0.039 0.019

Canlilik (%) - 24. saat 1 1.2 5.8 15.8 18.5 55.5 69 84.4

Canhlik (%) - 48.saat 0.3 0.8 6.5 9.0 13.5 51.1 69.2 76.1

Canlilik (%) - 72. saat 0 0 6 8.1 12.6 50.9 69.3 75.6
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100 100

100
ICso = 0.072 pg/mL ICs50=0.06782 pg/ml

80
LogICsq = 1.143 pg/mL

80

IC50 = 0.06816 mg/mL
LoglCsg = 1.166 pg/mL
R = 0.9676

LogICsq = 1.169 pg/ml 80
2 _
60 R2 = 0.9804 60 4 R=097ss 60

40

% canhhik
% canhhik

40 40

% canlilik

20 20 i} 20:

¢

0 T T T T 1
-1 0 -1.5 -1‘.0 -0‘.5 0?0 015 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5
Log [AmpB] Log [AmpB] Log [AmpB]
24. saat 48. Saat 72. saat

Sekil 4.3. AmpB’nin L. tropica susuna kars1 ICso degerleri

Paromomisinin L. tropica susuna kars1 in vitro olarak etkili oldugu goriildi.
Calisma soliisyonu, mikroplakadaki son diliisyon araligi 4096-32 pg/mL olacak
sekilde ayarlandi. 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonunda invert mikroskop ile
kuyucuklardaki promastigot canlilig1 kontrol edildiginde, 512 pg/mL konsantrasyona
kadar promastigot canlilig1 goriilmezken 64 ng/mL konsantrasyonda promastigotlarin
%100’lnilin canli oldugu saptandi. Paromomisinin antilaysmanyal etkinligini ifade

eden 1Cso degeri ise 24, 48 ve 72. saatlerde sirasiyla 167.8 pg/mL, 91.54 pg/mL ve
87.58 ng/ml olarak hesaplandi (Tablo 4.5, Sekil 4.4).

Tablo 4.5. Paromomisime kars1 farkli [ug/mL] da L. tropica susunun degisen duyarliligt

Paromomisin konsantrasyonu (ug/mL)

Zaman 4096 2048 1024 512 256 128 64 32
Canlilik (%) - 24.saat 0 0 0 98 369 577 100 100
Canllik (%) - 48.saat 0 0 0 0 8 242 827 100
Canllik (%) - 72.saat 0 0 0 0 7.9 24 736 100

100

ICso = 167.8 pg/mL 100
LogICsgq = 2.225 pg/mL

100q @
IC5o=91.54 pa/mL

LogICgy=1.962 pg/mL
R?=0.9948

ICso = 87.58 mg/mL

LogICsp = 1.942 pg/mL

R?=0.9733 R?=0.9971

50

% canlilik

50

%canhlik

50
(]

% canlilik

0t T T 14 T 0 T T Pr 0 T » 1
15 2.0 25 3.0 35 15 2.0 25 3.0 2 3 4
Log [Paromomisin] Log[Paromomisin] Log [Paromomisin]

24. saat 48. Saat 72. saat

Sekil 4.4. Paromomisinin L. tropica susuna kars1 ICso degerleri
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4.2. Leishmania tropica’nin Antibiyotik Duyarhlik Sonuclari

Antibiyotiklerin L. tropica susuna karst MiK degerleri sivi mikrodiliisyon
yontemi ile belirlendi. Tetrasiklinin ¢alisma soliisyonu, mikroplakadaki son diliisyon
aralig1 4096-32 pg/mL olacak sekilde ayarlandi. 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon
sonunda invert mikroskop ile kuyucuklardaki promastigot canliligi kontrol
edildiginde, 4096 pg/mL konsantrasyonda promastigot canliligi goriilmezken 256
pg/mL  konsantrasyonda promastigotlarin %100’liniin canli oldugu saptandi.
Tetrasiklinin antilaysmanyal etkinligini ifade eden ICso degeri ise 24, 48 ve 72.

saatlerde sirastyla 1040 pg/ml, 1027 pg/ml ve 1032 pg/ml olarak hesapland: (Tablo
4.6, Sekil 4.5).

Tablo 4.6. Tetrasikline kars:1 farkli [ug/mL] da L. tropica susunun degisen duyarlilig:

Tetrasiklin konsantrasyonu (nug/mL)

Zaman 4096 2048 1024 512 256 128 64 32

Canllik (%) - 24. saat  14.4 34 59 74.1 100 100 100 100

Canllik (%) - 48.saat 9 31.7 545 727 100 100 100 100

Canhlik (%) - 72.saat 4.4 28.5 59 70 98 100 100 100

100

ICsp = 1040 mg/mL 100 100

LogICsg = 3.017 pg/mL
R?=0.9818

1C5,=1027 pg/mL
Log|Cyo=3.011 pg/mL
R?=0.9829

IC5 = 1032 wg/mL
LogICsq = 3.014 pg/mL
®\ R?=0.9785

50

% canhilik

50: 50

% canhlik
% canhilik

1 0 T T T T T T
2 3 4 15 2.0 25 3.0 35 2 3
Log [Tetrasiklin] Log [Tetrasiklin] Log [Tetrasiklin]

24. saat 48. Saat 72. saat
Sekil 4.5. Tetrasiklinin L. tropica susuna kars1 ICso degerleri

Tigesiklinin ¢alisma soliisyonu, mikroplakadaki son diliisyon araligi 4096-32
ng/mL olacak sekilde ayarlandi. 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonunda invert
mikroskop ile kuyucuklardaki promastigot canlilig1 kontrol edildiginde, 4096 pg/mL
konsantrasyona kadar promastigot canlilig1 goriilmezken 128 pg/mL konsantrasyonda
promastigotlarin %100’iiniin canli oldugu saptandi. Tigesiklinin antilaysmanyal
etkinligini ifade eden ICso degeri ise 24, 48 ve 72. saatlerde sirastyla 500.2 pg/ml,
499.4 pg/ml ve 494.9 ng/ml olarak hesaplandi (Tablo 4.7, Sekil 4.6).
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Tablo 4.7. Tigesikline kars1 farkli [ug/mL] da L. tropica susunun degisen duyarliligi

Tigesiklin konsantrasyonu (ug/mL)

Zaman 4096 2048 1024 512 256 128 64 32
Canlilik (%) - 24. saat 9.8 16 28 48.4 83 100 100 100
Canlilik (%) - 48. saat 8 146 282 47 80.9 955 100 100
Canlilik (%) - 72. saat 0 173 271 48 81.7 100 100 100

100 IC50 = 500.2 pg/ml

LogICsq = 2.699 pug/ml
R?=0.9985
50

% canlilik

Log [Tigesiklin]

24. saat

% canhhk

100

50

ICso = 499.4 mg/mL

LogICgq = 2.698 nug/mL
R? = 0.9925

T T
2.0 25 3.0

Log [Tigesiklin]

48. Saat

% canhilik

100

ICso = 494.9 pg/mL
LogICs = 2.698 pg/mL

R? = 0.9932
50

T T
25 3.0
Log [Tigesiklin]

72. saat

2.0

Sekil 4.6. Tigesiklinin L. tropica susuna kars1 ICso degerleri

Klindamisinin ¢aligma soliisyonu, mikroplakadaki son diliisyon aralig1 640-5

ng/mL olacak sekilde ayarlandi. 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonunda invert

mikroskop ile kuyucuklardaki promastigot canlilig1 kontrol edildiginde, 640 pg/mL

konsantrasyonda promastigot canliligi goriilmezken 40 pg/mL konsantrasyonda

promastigotlarin %100’linlin canli oldugu saptandi. Klindamisinin antilaysmanyal

etkinligini ifade eden ICso degeri ise 24, 48 ve 72. saatlerde sirasiyla 121.4 pg/ml,

143.9 pg/ml ve 153.0 pg/ml olarak hesaplandi (Tablo 4.8, Sekil 4.7).

Tablo 4.8. Klindamisine kars1 farkli [ug/mL] da L. tropica susunun degisen duyarliligi

Klindamisin konsantrasyonu (ng/mL)

Zaman 640 320 160 80 40 20 10 5
Canlilik (%) - 24. saat 5 247 545 68 76.5 80.2 95.8 100
Canlilik (%) - 48. saat 9 317 499 773 864 95.5 100 100
Canlilik (%) - 72. saat 4.8 208 529 903 100 100 100 100

100 ICs0 = 121.4 pg/mL

LogICsp = 2.084 pg/mL
R? = 0.9603

50

% canhilik

15 20 25
Log [Klindamisin]

24. saat

% canlilik

100

50

ICso = 143.9 wg/mL
LogICsq = 2.158 pg/mL
R? = 0.9897

% canlilik

Log [Klindamisin]

48. Saat

100

ICsp = 153.0 pg/mL
LoglCsq = 2.185 pg/mL
R® = 0.9882

Log [Klindamisin]

72. saat

Sekil 4.7. Klindamisin L. tropica susuna kars1 ICso degerleri
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4.3. Leishmania tropica’nin Ugucu Yag Bilesenleri Duyarhlik Sonuglari

Karvakroliin ¢aligma soliisyonu, mikroplakadaki son diliisyon araligi 256-2
ng/mL olacak sekilde ayarlandi. 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonunda invert
mikroskop ile kuyucuklardaki promastigot canliligi kontrol edildiginde, 256 pg/mL
konsantrasyonda promastigot canliligt  %11.7 iken, 16 pg/mL konsantrasyonda
promastigotlarin %100’linlin canli oldugu saptandi. Karvakroliin antilaysmanyal
etkinligini ifade eden ICso degeri ise 24, 48 ve 72. saatlerde sirasiyla 64.11 pug/ml,
68.74 png/ml ve 66.7 ug/ml olarak hesaplandi (Tablo 4.9, Sekil 4.6).

Tablo 4.9. Karvakrole kars1 farkli [ug/mL] da L. tropica susunun degisen duyarliligi

Karvakrol konsantrasyonu (ng/mL)

Zaman 256 128 64 32 16 8 4 2

Canlilik (%) - 24. saat 21.9 19.1 51.3 90 100 100 100 100

Canlilik (%) - 48. saat 13 15 505 894 100 100 100 100

Canlilik (%) - 72. saat 11.7 14 47.2 86.8 100 100 100 100

100

ICs = 64.11 ig/mL 100 100

LogICgq = 1.807 pg/mL
R? =0.9782

ICgp = 66.70 g/mL
LogICsp = 1.824 pg/mL.

ICso = 68.74 pa/mL
LogICs = 1.837 ug/mL
R?=0.9719

R?=09717

50

501 50

% canhihk
% canlilik

% canlilik

o T T T T 1 T T T o T T T T 1
05 1.0 15 2.0 2.5 0 1 2 05 1.0 15 2.0 2.5
Log [Karvakrol] Log [Karvakrol] Log [Karvakrol]

24. saat 48. saat 72. saat

Sekil 4.8. Karvakroliin L. tropica susuna karst ICso degerleri

Timoliin caligma soliisyonu, mikroplakadaki son diliisyon araligi 1024-28
ug/mL olacak sekilde ayarlandi. 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonunda invert
mikroskop ile kuyucuklardaki promastigot canlilig1 kontrol edildiginde, 1024 pg/mL
konsantrasyonda promastigot canliligi goriilmezken 32 pg/mL konsantrasyonda
promastigotlarin  %100’{iniin canli oldugu saptandi. Timoliin antilaysmanyal
etkinligini ifade eden ICso degeri ise 24, 48 ve 72. saatlerde sirasiyla 142.5 pg/ml,
140.5 pg/ml ve 134.4 pg/ml olarak hesaplandi (Tablo 4.10, Sekil 4.9).
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Tablo 4.10. Timole kars: farkli [ug/mL] da L. tropica susunun degisen duyarlilig

Timol konsantrasyonu (ng/mL)

Zaman 1024 512 256 128 64 32 16 28

Canlilik (%) - 24. saat 9.6 135 265 531 819 96.9 100 100

Canlilik (%) - 48. saat 5.8 14 281 50.7 872 100 100 100

Canlilik (%) - 72. saat 0 9.4 156 595 941 100 100 100

100 ICso = 142.5 pg/mL

LogICsg = 2.154 pg/mL
R?=0.9875

ICsp = 140.5 pg/mL
LogICsg = 2.148 pg/mL
R® = 0.9865

100

IC50 = 134.4 g/mL
LogICs = 2.129 pg/mL
R® = 0.9905

50 50
50

% canlilik
% canlilik

% canlilik

T
1 2 3 1 2 3 1 2

Log [Timol] Log [Timol] Log [Timol]

24. saat 48. Saat 72. saat

4

Sekil 4.9. Timoliin L. tropica susuna kars1 ICso degerleri

Test edilen etken maddelerin L. tropica susuna karsi inkiibasyonun 24, 48 ve 72.
saatlerindeki 1Cso ve MPK degerleri, etken maddelerin etkinliklerinin kiyaslanmasini

saglamak i¢in toplu olarak Tablo 4.11 verilmistir.

Tablo 4.11. Etken maddelerin L. tropica susuna kars1 ICso ve MPK degerleri

Etken ICso (ng/mL) MPK (ng/mL)
Maddeler 24. Saat 48. Saat 72.Saat  24.Saat  48.Saat  72.Saat
Glukantim * >300 >300 >300 >300 >300 >300
Pentostam 57.67 57.08 52 97 97 97
AmpB 0.072 0.067 0.068 0.156 0.156 0.156
Miltefosin 7.615 1.077 6.91 32 32 32
Paromomisin 167.8 91.54 87.58 512 512 512
Tetrasiklin 1040 1027 1032 2048 2048 2048
Tigesiklin 500.2 499.4 494.9 4096 4096 4096
Klindamisin 121.4 143.9 153 320 320 320
Karvakrol 64.11 68.74 66.7 256 256 256
Timol 142.5 140.5 134.4 1024 1024 1024

*mg/mL; MPK: Minimum Parazitisit Konsantrasyon, 1Cso: Etken maddenin hiicrelerin %50 canlilik
gosterdigi inhibitdr konsantrasyonu,

4.4. Antilaysmanyaller ile Etken Maddelerin Sinerjik Etkilesimleri

Dama tahtas1 yontemi ile yapilan kombinasyon c¢alismalarinda, inkiibasyonun

ardindan dama  tahtast mikroplakasinda iireme olmayan en  disiik
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konsantrasyonlardaki her kuyucugun hem antilaysmanyal hem antibiyotik igin
hesaplanan fraksiyonel inhibitér konsantrasyon (FIK) degerleri toplanarak fraksiyonel
inhibitdr konsantrasyon indeksi (FIKI) hesaplandi. En kiiciik FIKI degeri baz alinarak

denenen antilaysmanyal ve antibiyotigin kombinasyon sonuglar1 degerlendirildi.

Glukantim ve pentostam ile yapilan kombinasyon ¢aligsmalarinin higbirinde
sinerjik etkilesim saptanmadi. Ayritili sonuglar Tablo 4.12 ve Tablo 4.13’de

verilmistir.

Tablo 4.12. Glukantim ile antibiyotik/UYB’lerinin L. tropica susuna kars: etkilesimi

Kombinasyon FiKpen /FiKEtkenMadde FiKi Etkilesim
GLC-TET 11 2 Etkisiz
GLC-TGS 11 2 Etkisiz
GLC-KLIi 1/1 2 Etkisiz
GLC-TIiM 171 2 Etkisiz
GLC-KAR 1/1 2 Etkisiz

GLC: Glukantim; TET: Tetrasiklin; TGS: Tigesiklin; KLI: Klindamisin; TIM: Timol; KAR: Karvakrol

Tablo 4.13. Pentostam ile antibiyotik/UYB’lerinin L. tropica susuna kars1 etkilesimi

Kombinasyon FiKpen /FiKEtkenmadde FiKi Etkilesim
PEN-TET 1/ 125 1.125 Etkisiz
PEN-TGS 1/0.125 1.125 Etkisiz
PEN-KLI 1/0.125 1.125 Etkisiz
PEN-TIM 1/1 2 Etkisiz
PEN-KAR 1/1 2 Etkisiz

PEN: Pentostam; TET: Tetrasiklin; TGS: Tigesiklin; KLI: Klindamisin; TIM: Timol; KAR: Karvakrol

Miltefosinin L. tropica susuna karsi tigesiklin ve klindamisin ile
kombinasyonunda sinerji saptanirken, tetrasiklin ile kombinasyonunda kismi sinerji
goriildi. Miltefosinin, timol ve karvakrol ile kombinasyonlarinin ise etkisiz oldugu

saptandi. Kombinasyon sonuglari Tablo 4.14’de verilmistir.

Tablo 4.14. Miltefosin ile antibiyotik/UYB’lerinin L. tropica susuna kars1 etkilesimi

Kombinasyon FiKpen /FiKetenmadde FiKi Etkilesim
MILT-TET 0.5/0.007 0.507 Kismi Sinerjik
MILT-TGS 0.250/0.0156 0.265 Sinerji
MILT-KLi 0.241/0.0156 0.256 Sinerji
MILT-TiM 1/0.015 1.015 Etkisiz
MILT-KAR 1/0.015 1.015 Etkisiz

MILT: Miltefosin; TET: Tetrasiklin; TGS: Tigesiklin; KLI: Klindamisin; TIM: Timol; KAR: Karvakrol
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AmpB’nin L. tropica susuna karsi klindamisin ile kombinasyonunda sinerji
saptanirken, timol ve karvakrol ile kombinasyonlarinda kismi sinerji goriildii.
AmpB’nin, tetrasiklin ve tigesiklin ile kombinasyonlarinda ise etkisiz oldugu saptandi.

Sinerjik etkilesim sonuglar1 Tablo 4.15°de verilmistir.

Tablo 4.15. AmfoterisinB ile antibiyotik/UYB’lerinin L. tropica susuna kars1 etkilesimi

Kombinasyon FiKpen /FiKetkenMadde FiKi Etkilesim
AmpB-TET 1/0.007 1.007 Etkisiz
AmpB-TGS 1/0.007 1.007 Etkisiz
AmpB-KLI 0.015/0.0125 0.140 Sinerji
AmpB-TiM 0.5/0.125 0.625 Kismi Sinerji
AmpB-KAR 0.5/0.125 0.625 Kismi Sinerji

AmpB: Amfoterisin B; TET: Tetrasiklin; TGS: Tigesiklin; KLI: Klindamisin; TIM: Timol; KAR: Karvakrol

Paromomisinin L. tropica susuna kars1 klindamisin ile kombinasyonunda kismi
sinerji saptanirken, diger kombinasyonlarinda etkisiz oldugu goriildii. Kombinasyon

sonuclar1 Tablo 4.16°de verilmistir.

Tablo 4.16. Paromomisin ile antibiyotik/UYB’lerinin L. tropica susuna kars1 etkilesimi

Kombinasyon FiKpen /FiKEetkenmadde FiKi Etkilesim
PAR-TET 11 2 Etkisiz
PAR-TGS 1/1 2 Etkisiz
PAR-KLI 0.49/0.125 0.615 Kismi sinerjik
PAR-TIM 1/0.25 1.25 Etkisiz
PAR-KAR 1/0.25 1.25 Etkisiz

PAR: Paromomisin; TET: Tetrasiklin; TGS: Tigesiklin; KLI: Klindamisin; TIM: Timol; KAR: Karvakrol
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5. TARTISMA

Leishmania'nin neden oldugu, kutan6z laysmanyaz (KL), yaklasik 100 tilkede
endemik olup her y1l ortalama 2 milyon yeni olgu goriilmektedir. KL, DSO tarafindan
kontrol edilemeyen ve ihmal edilmis tropikal bir hastalik olarak tanimlanmaktadir (de
Vries ve ark., 2022; DSO 2020). Baslica etkeni L. tropica olan kutanéz laysmanyaz,
Tiirkiye'de oncelikle Gilineydogu Anadolu Bolgesi'nde endemik olmakla birlikte, son
yillarda iilkenin orta ve bati bolgelerinde L. major ve L. donovani’nin etken oldugu
yerli olgularin sayisinda belirgin bir artis bildirilmektedir (Ozbilgin ve ark., 2020).
Ulkemizde 2013-2014 arasinda 4.000 civarnda yerli KL olgusu bildirilmistir.
Suriye’deki i¢ savas sonrasi lilkemize gelen siginmacilar nedeniyle KL olgularinda
arts olmustur (Ozbilgin ve ark., 2015). Savas dncesi verilere gore, Suriye’de her yil,
tedaviye direngli vakalarin da oldugu, yaklasik 250.000 KL hastasinin bulundugu géz
ontine alindiginda, {lkemizdeki KL epidemiyolojisinde Onemli degisimlerin
olabilecegi tahmin edilmektedir. Hastalik genellikle kendi kendini sinirlayan bir seyir
izlemekle birlikte, bazi durumlarda geri doniisii olmayan skar olusumu ve nodiiler
lenfanjit gelismesi sonucu kalict sakatlik ve ciddi kozmetik sorunlara yol acan

mukokutandz laysmanyaz (MKL) gelisebilmektedir (de Vries ve Schallig, 2022).

Kutanéz laysmanyaz tedavisinde bes degerli antimon bilesikleri, (sodyum
stiboglukonat—pentostam veya meglumin antimonat—glukantim) ¢ogu iilkede 50
yildan fazla siiredir ilk tedavi secenegi olmaya devam etmektedir. Alternatif segenek
olarak, miltefosin, pentamidin isetionat, amfoterisin B (AmpB) ve diger antifungal
ajanlar (6rn. ketokonazol, flukonazol, itrakonazol, paromomisin) kullanilmaktadir.
pentostam ve glukantim’e karsi son yillarda tiim diinyada direng bildirilmeye
baslanmistir (Croft ve ark., 2006; Aronson ve Joya, 2019; Santi ve ark., 2022).
Deoksikolat ve lipozomal (ambisome) olmak {izere iki farkli formiilasyonu KL
tedavisinde kullanilan ve bir antifungal olan AmpB, kolesterol yerine ergosterol

onciillerine baglanarak hiicre 6liimiiyle sonuglanan parazit membran gecirgenliginin
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artmasma yol a¢maktadir. Boylece hiicre zarmmin biitiinliiglinii bozarak, hiicre
iceriginin disar1 sizmasina neden olan transmembran kanallarin olusumuna yol

a¢cmaktadir (Brajtburg ve ark, 1990; Man, 2022).

Ozbilgin ve ark., (2020) tarafindan, glukantim tedavisine direncli hastalardan
elde edilen 5 L. tropica susu ile yapilan bir c¢alismada, miltefosin, glukantim,
paromomisin, pentostam ve AmpB’nin antilaysmanyal aktiviteleri, 500-25 pg/mL
konsantrasyon araliginda hemositometre ve XTT yontemiyle c¢alisiimistir. Bu
calismada her bir antilaysmanyal ilacin denenen en yiiksek konsantrasyonunda (500
ng/mL) promastigotlarin 6ldigli saptanmistir. AmpB’nin en diisiik konsantrasyonda
dahi (25 pg/mL) promastigotlara kars1 etkili oldugu goriiliirken, bu ilaci etkinlik
bakimindan sirasina goére miltefosin, sodyum stiboglukonat, paromomisin ve
meglumin antimonat takip etmistir. iran'da Hadighi ve ark. (2007), endemik bdlgelerde
tedaviye yanmit vermeyen KL’li hastalardan elde edilen L. tropica suslarina kars1 ti¢
antilaysmanyal ilacin aktivitesini arastirmis, suslarin pentostam'a direncli, miltefosine
ve paromomisine ise duyarli oldugunu ve bu iki ilacin laysmanyaz tedavisinde yararl
olabilecegini ifade etmistir. Diger bir ¢aligmada ise Jamal ve ark. (2015), L. tropica
(KWH23) promastigotlarina karsi glukantim, miltefosin, pentostam ve AmpB i¢in
anti-leishmanial etkinligi ifade eden ICso degerini sirasiyla, 16.34 pg/mL, 11.68 uM,
21.84 pg/mL ve 0,075 uM olarak bildirmistir.

Calismamizda, L. tropica susuna karsi glukantim etkisiz bulunurken
miltefosin, pentostam ve AmpB’nin ICso degerleri sirasiyla 7.77 pg/mL, 57.08 pg/mL
ve 0.067 pg/mL olarak saptanmistir. Sonuclarimiz ile yukarida tartisilan ¢alismalar
karsilastirilldiginda, sus  farkliligina ragmen glukantim  disinda  diger
antilaysmanyallerin etkinligi uyumlu bulunmustur. Calismamizda meglumin
antimonatin saf ve analitik etken maddesi temin edilemedigi i¢in hasta preparati olan
glukantim denenmis ve bu ilag L. tropica susuna karsi beklenilenin aksine etkisiz
bulunmustur. Glukantim i¢in elde edilen bu sonucun, yontemsel ¢esitli faktorlere bagh

olabilecegi diisliniilmektedir.
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Glukantim ve pentostam, kutanéz ve mukokutandz laysmanyaz tedavisinde
yaygin olarak kullanilan yiiksek maliyetli ilaclar olup kardiyak toksisite ve hepatik
enzim diizeylerinde yiikselme gibi ciddi yan etkilere neden olmakla birlikte ikinci
secenek ilaglar olan AmpB ve miltefosin i¢in de benzer bir durum s6z konusudur
(Berbert ve ark., 2018). Miltefosin, L. tropica veya L. major'un neden oldugu KL’li
cocuklarda, 1yi sonug¢ veren ve oral olarak uygulanan sistemik bir tedavi segenegidir.
Ozellikle agril1 lokal tedavi segenekleri icin giivenli ve etkili bir alternatiftir (Ollech
ve ark 2020). Israil'de miltefosin ile tedavi edilen KL’li 10 ¢ocugun (< 18 yas) 8’inin
L. tropica, 2’sinin ise L. major ile enfekte oldugu, 2 (%20) hastanin tedavisinin
basarisizlikla sonuglandigi bildirilmis, ¢ocuklarda kutandz laysmanyazin tedavisinde
oral miltefosinin etkili ve giivenli bir tedavi seg¢enegi olabilecegi ifade edilmistir.
Miltefosinin in vitro ve in vivo antileishmanial aktivitesi ilk olarak Croft ve ark. (1987)
tarafindan arastirillmisg olup Leishmania tiirlerinin miltefosine ayn1 oranda duyarli

olmadig rapor edilmistir.

Antilaysmanyal ilag¢ aktivitesinin taranmasinda kullanilan in vitro yontemlerde
sonuclarin yorumlanmasi ve karsilastirilmasinin kolay olmayacagi ve antilaysmanyal
etkinlik i¢in en uygun in vitro test yonteminin hiicre igi amastigot modeli oldugu ileri
striilmistir (Vermeersch ve ark. 2009). Bunlara ek olarak, kullanilan makrofaj
hiicrelerindeki farkliliklar, etken maddelerin makrofajlar tizerindeki etkileri,
promastigotlarin infektivite oranindaki degisiklikler, klinik izolatlar ile referans
suslarin duyarliligindaki farkliliklar, sonuglarin yorumlanmasini karmasik hale
getirmektedir (da Luz ve ark., 2009; Seifert ve ark., 2010; Yardley ve ark., 2005). Bu
nedenle, Leishmania suslarinin etken maddelere karsi duyarlilik testlerinde
standardizasyona ihtiya¢ vardir. Miltefosinin etki mekanizmasina yonelik son yillarda
cesitli hipotezler One siirlilmiis ancak higbiri kesin olarak gdsterilememis, onerilen
mekanizmalarin ¢oklugu ve bazi calismalardan elde edilen celiskili veriler,
miltefosinin birden fazla etki mekanizmasina sahip olabilecegini diislindiirmiistiir

(Dorlo ve ark., 2012).

Laysmanyazin ikinci basamak tedavisinde 1960'lardan beri kullanilan bir

antifungal olan AmpB, mantarlarin yan1 sira Leishmania ve Trypanosoma cruzi’ye
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kars1 secici aktiviteye sahiptir. Bu segicilik, AmpB'nin, ergosterole, memeli konak
hiicrelerinde  bulunan kolesterolden daha yiiksek afinite gdstermesinden
kaynaklanmaktadir. Farkli tlirlerin hiicre zarlarinda bulunan sterollerin tipi ve
miktarindaki farkliliklar, AmpB’nin tiir diizeyindeki duyarliligini etkileyebilmektedir
(Beach ve ark., 1988). Bir olgu sunumunda hem intralezyonal hem de sistemik
glukantim tedavisi sonucu, lokal yan etki gelisen KL li bir hastanin sistemik lipozomal

AmpB ile basarili bir sekilde tedavi edildigi bildirilmistir (Yesilova ve ark. 2015).

Antilaysmanyal ila¢ kullanimi sonrasinda ilag direncinin gelismesi ve yan
etkilerin ortaya ¢ikmasi nedeniyle, arastirmacilar hastaliklarin tedavisi i¢in yeni dogal
kaynaklar ve aday molekiiller bulmaya odaklanmistir (AIMohammed ve ark., 2021).
Kullanimda olan antilaysmanyal ilaglarin yiiksek maliyetli olmasi, endemik bolgelerde
ilaca erisimi sinirlandirmakta ve dogal kaynaklara yonelimi artirmakta, bu da dozu
ayarlanmamig, hekim kontroliinde olmayan bir siireci baslatabilmektedir. Bu nedenle
dogal kaynaklardan iretilebilecek aday molekiiller, bu ¢alismada yapildigi gibi,
enfeksiyon etkenlerine karsi tek basina etkinligi veya diger biyoaktif maddelerle
sinerjik etkilesimleri ve farkli biyoaktif 6zellikleri bakimindan incelenerek test

edilmelidir.

Bu ¢alismada, yapilan 6n denemelerde ugucu yaglarin igeriginde bulunan ana
bilesenlerden karvakrol, timol, Okaliptol, 6ganol, sinnemaldehit, linalool, limonen,
para-simen, alfa-pimen’nin L. tropica'nin promastigotlarma karsi antilaysmanyal
etkileri arastirilmis, en giiclii antilaysmanyal aktivite karvakrol ve timol’de goriildigi
i¢cin (veriler sunulmamistir) kombinasyon ¢alismalarinda bu iki ugucu yag bileseni

calisilmistir.

Ana bilesenleri karvakrol ve timol olan kekik ucucu yagmin antibakteriyel ve
antiparaziter 0zelliklere sahip oldugu bircok calismada gosterilmistir (Hikal ve ark.
2021; Farias-Junior ve ark, 2012; Xavier ve ark, 2016; Machado ve ark, 2010, Ben
Arfa ve ark, 2006; Vardar-Unlii ve ark., 2003). Youssefi ve ark. (2019) karvakrol ve
timoliin, L. infantum promastigotlarina karsi in vitro etkinligini mikrodiliisyon
yontemi ile arastirmis ve ICso degerini sirasiyla 7.2 ve 9.8 pg/mL olarak bildirmistir.

Monzote ve ark. (2006) igeriginde %62 oraninda karvakrol bulunan Chenopodium
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ambrosioides ucucu yaginin, L. amazonensis 'un promastigot ve amastigot formlarina
kars1 1Csp degerlerini sirasiyla, 15.3 ve 13.6 pg/mL olarak saptamistir (Monzote ve
ark. 2013). Essid ve ark. (2015) tarafindan, Lamiaceae familyasina ait ¢esitli aromatik
bitkilerin ugucu yaglari iizerinde yapilan bir ¢calismada, 12 adet ugucu yag ve 8 ana
bilesenin L. major ve L. infantum promastigotlarina karsi in vitro etkinligi
mikrodiliisyon yontemi ile arastirilmis, ICso degerlerinin ugucu yaglar i¢in 16.3-0.05
ug/mL arasinda degistigi, karvakrol ve okaliptoliin ise sirasiyla 7.3 ve 53.4 ug/mL
oldugu rapor edilmistir. Iki farkli Lippia sidoides ucucu yagmin L. chagasi
promastigotlarina karsi denendigi bir ¢alismada, Farias-Junior ve ark. (2012), 72
saatlik inkiibasyondan sonra ICso degerlerini sirasiyla 74.1 ve 54.8 ng/mL, ugucu yagin
ana bilesenleri olan timol ve karvakroliin ICso degerlerini ise sirasiyla, 9.8 ve 2.3
png/mL olarak saptamistir. Tiirkiye’de yapilan bir ¢calismada, Tasdemir ve ark. (2019)
igeriginde %70.6 karvakrol ve %1.8 timol bulunan Origanum onites ugucu yaginin in
vitro antilaysmanyal aktivitesini L. donovani susuna karsi ¢alismis ve total ugucu yag,
karvakrol ve timoliin ICso degerlerini sirastyla, 17.8 pg/mL, 13.1 pg/mL ve 17.3
ug/mL olarak bildirmistir. Benzer bir ¢aligmada L. infantum promastigotlarina karsi,
igeriginde sirasiyla %74.6 ve %68.2 oraninda karvakrol bulunan, Thymbra capitata ve
Origanum virens ugucu yaglarinin ICsp degerleri, 130 ve 196 pg/mL olarak
saptanmistir (Machado ve ark., 2010). Silva ve ark. (2017) tarafindan yapilan diger bir
caligmada, L. amazonensis promastigotlarina kars1 p-simen, karvakrol ve timoliin in
vitro antilaysmanyal etkinligi arastirilmig, p-simenin etkisiz (ICso >1000 pg/mL),
diger bilesenlerin ise sirasiyla, 25.4 ve 26.8 ug/mL ICso degerleri ile etkili oldugu
saptanmigtir. Giiler ve ark. (2020) tarafindan, Kibris’a endemik olan ve iceriginde
%81.8 karvakrol bulunan Origanum dubium wugucu yagmm L. tropica
promastigotlarina kars1 antilaysmanyal aktivitesini ifade eden LDso degeri 0.2 pg/mL
olarak saptanmigtir. De Medeiros ve ark. (2011), timol oram1 %78.3 olan Lippia
sidoides ugucu yaginin ve saf timoliin L. amazonensis'in promastigotlarina karsi 1Cso
degerlerini sirasiyla 44.3 ve 22.6 pg/ml olarak bildirmistir. Benzer bir ¢alismada De
Morais ve ark. (2014), L. infantum promastigotlarina kars1 timol ile asetil-timol ve
benzoil-timol gibi timol tiirevlerinin ICso degerlerini sirasiyla, 12.8 ug/mL, 8.6 ug/mL

ve 9 ug/mL olarak rapor etmistir.
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Ugucu yaglar ile iceriginde bulunan bilesenlerin saf formlarmin farkl
antimikrobiyal etkinlik sergilemesi, total yagin, icinde bulunan diger mindr
bilesenlerin varligi ile total bir etki gostermesi ve farkli hedef bolgeleri etkilemesi veya
mindr bilesenlerin olasi adjuvan etkileri gibi nedenlerden kaynaklaniyor olabilir.
Calismamizda, L. tropica promastigotlarina karsi karvakrol ve timoliin ICso degerleri
sirastyla, 68.74 ve 140.5 pg/mL olarak bulunmustur. Verilerimiz diger ¢aligmalar ile
uyumlu olmakla birlikte, caligmalarda kullanilan suslar ve analiz yontemlerindeki

farkliliklar degisken sonuglarin elde edilmesine neden olabilmektedir.

Laysmanyaz enfeksiyonlarinda olusan lezyonlarda siklikla bakteri ve mantar
kaynakli sekonder enfeksiyon gelisebilmekte ve bu durum tedavi siirecini olumsuz
etkilemektedir. Sekonder enfeksiyon varliginda antilaysmanyal tedaviye ek olarak
cesitli antibiyotikler ve antifungal ilaglar da kullanilmaktadir (Al-Salem ve ark., 2019;
Yehia ve ark., 2017; Akulinina ve ark. 2021). Ayrica bazi antibiyotik ve antifungal
ilaglarin antilaysmanyal aktiviteleri de in vivo ¢alismalarla gosterilmistir (Masmoudi

ve ark., 2008, Malik ve ark., 2019).

Tetrasiklinler genis spektrumlu antimikrobiyal aktiviteye sahip olup
hastaliklarin tedavisinde hem sistemik hem de topikal olarak uygulanabilmektedir
(Akulinina ve ark. 2021). Katiyar ve Edlind, (1991) lipofilik ve lipofilik olmayan
tetrasiklin tiirevlerini L. major promastigotlarina karsi arastirmis ve ICsg degerlerini
sirastyla, 21 ve 52 pg/mL olarak saptamistir. Lipofilik olan tiatetrasiklinin nispeten
daha yiiksek antilaysmanyal etkinlige sahip olmasinda, lipofilik tetrasiklinlerin oral
uygulamay1 takiben dokulara daha 1yi penetre olmasinin ve hiicreye pasif diflizyonla
taginmasinin etkili olabilecegi ifade edilmistir (Katiyar ve Edlind, 1991). Akulinina ve
ark. (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada, tetrasiklin grubu bir antibiyotik olan
doksisiklin ile glukantimin antilaysmanyal etkinligi L. major susuna karsi hamster
modelinde karsilagtirilmis, otuz giinliik tedavi sonunda enfekte hamsterlarin her iki
ilagla da basarili bir sekilde iyilestigi, buna ek olarak doksisiklinin glukantime gore
daha etkili oldugu tespit edilmistir (Masmoudi ve ark., 2005; Masmoudi ve ark., 2008).
Ancak antibiyotiklerin antilaysmanyal etkinli§ine ve tedavi basarisina yonelik bu

veriler ¢ok sinirlt olup klinik oncesi ¢alismalar hakkinda yeterli bilgi bulunmaktadir.
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Yapilan bazi caligmalarda doksisiklinin, hiicre i¢i penetrasyonunun iyi olmasi
nedeniyle, Leishmania {izerinde dogrudan etki gdosterdigi, proteaz-antiproteaz
dengesini etkiledigi, kollajenaz aktivitesini inhibe ettigi ve anti-inflamatuar aktiviteyi
tetikledigi ifade edilmistir (Bonnetblanc, 2002; Humbert ve ark., 1991a, 1991b).
Calismamizda L. tropicaya karsi tetrasiklinin ICso degeri 1027 pg/mL olarak
belirlenmistir. Tetrasiklinin antilaysmanyal etkinligi ile ilgili literatiirde sinirli sayida
calisma olup s6z konusu caligmalarda kullanilan sus, etken madde ve yontem

farkliliklarindan dolay1 degisken sonuglar elde edilmektedir.

Tigesiklin, tetrasiklin smifina ait bir glisilsiklin olup (Olson ve ark, 2006),
Gram-pozitif, Gram-negatif, atipik, anaerobik ve diger tedavisi zor patojenlere karsi
oldukea etkili yeni nesil bir antibiyotiktir. Tigesiklin, tetrasiklin direncinden sorumlu
iki 6nemli mekanizma olan disatim pompa ve/veya ribozomal kaynakli direnci
yenmek i¢in 6zel olarak tasarlanmistir (Bauer ve ark., 2004; Starzengruber ve ark.,
2009). Tigesiklinin antilaysmanyal etkinligine yonelik literatiirde sadece bir ¢alisma
bulunmaktadir. Ayrica, Plamodium falciparum ve Acanthamoeba castellanii gibi
diger parazitlere karst bu antibiyotigin denendigi smirli sayida calisma oldugu
goriilmustiir (Held ve Issifou, 2010; Jha ve ark., 2015; Nettey ve ark. 2016). Nettey ve
ark. (2016) tarafindan L. donovani promastigotlarina karst yapilan bir ¢alismada,
igerisinde antibiyotiklerin de bulundugu 56 farkli ilacin antilaysmanyal etkinligi 160-
2.5 pg/mL konsatrasyon araliginda calisilmig, tetrasiklin ve tigesiklinin diisiik
dozlarda L. donovaniye karsi aktivite gostermedigi bildirilmistir. Calismamizda
kullanilan tetrasiklin ve tigesiklin, yukaridaki ¢alismayla uyumlu olarak L. tropica
promastigotlarina  karst sirasiyla, 1027 ve 500.2 pupg/mL gibi yiksek

konsantrasyonlarda etkili bulunmustur.

Linkozamidlerin bir iiyesi olan klindamisin, Gram pozitif bakterilere,
mikoplazmalara ve anaerop mikroorganizmalara kars1 etkili bir antibiyotiktir (Aydin,
2007). Doudi ve ark. (2012), KL pozitif olan hastalarin %68’nde lezyonlarin en sik
Staphylococcus aureus (%41.7) ve S. epidermidis (%28) ile koenfekte oldugunu ve
kutandz laysmanyaz lezyonlarinda gelisebilen sekonder bakteriyel enfeksiyonlarin

tedavisinde klindamisinin etkin sekilde kullanilabilecegini bildirmistir. Calismamizda
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L. tropicaya kars1 klindamisin i¢in ICso degeri 143.9 pg/mL olarak saptanmis olup
klindamisinin diisiik konsantrasyonda gii¢lii antilaysmanyal etkinlige sahip oldugu
goriilmiistiir. Sekonder bakteri enfeksiyonu gelisen KL lezyonlarinda klindamisinin
kullanim1 hem bakterilerin hem de Leishmania’nin inhibisyonu agisindan tedaviyi
olumlu etkileyebilir. Bu nedenle daha kapsamli in vivo galismalarda, birincil

antilaysmanyal ilaglar ile klindamisin kombinasyonunun arastirilmasi uygun olabilir.

Laysmanyazin tedavisinde hem sistemik hem de topikal tedaviler
uygulanmaktadir. Uygun ilacin se¢iminde; uygulama kolayligi, maliyet etkinligi,
temin edilebilirligi ve yan etki profilleri gibi faktorler dikkate alinmaktadir. Ayrica
ilaglarin toksik etkilerinin minimuma indirilmesi agisindan kombinasyon tedavilerinin

onemi birgok ¢alismada gosterilmistir (Berbert ve ark., 2018).

Calismamizda, L. tropica’ya karsi antilaysmanyal ilaglarin hem antibiyotikler
hem de ugucu yag bilesenleri ile etkilesimlerinin dama tahtas1 yontemi ile belirlenmesi
amaglanmistir.  Etkili  antilaysmanyal ilaglardan  biri olan  miltefosinin,
antibiyotiklerden tigesiklin ve klindamisin ile sinerjik, tetrasiklin ile kismi sinerjik
etkilesim gosterdigi, ucucu yag bilesenleri olan timol ve karvakrol ile etkilesim
gostermedigi gozlendi. Hem antifungal hem de antilaysmanyal olan AmpB’nin,
klindamisin ile kombinasyonunda sinerjik etkilesim gézlenirken, timol ve karvakrol
ile kismi sinerjik etkilesim gosterdigi, tetrasiklin ve tigesiklin ile etkilesim
gostermedigi saptandi. Literatiirde L. tropica’ya karst ayni kombinasyonlarin

arastirildigi bir calismaya rastlanmamustir.

Antilaysmanyal ilaclar ile sik kullanilan antibiyotikler ve dogal biyoaktif
bilesenler arasinda sinerjik bir etkilesim olmasi, kombinasyon tedavisinde kullanilan
maddelerin daha diisiik dozlarda etkili olmasina, potansiyel toksik yan etkilerinin daha
aza indirilmesine, tedavi maliyetlerinin diisiiriilmesine ve ilaca direng gelisiminin
onlenmesine katki saglayabilir. Bununla birlikte, fitokimyasallarin, antibiyotiklerin ve
diger biyoaktif maddelerin mevcut antilaysmanyaller ile kombine terapdtik uygulama

potansiyelini gosterebilmek icin daha fazla ¢alismaya gereksinim vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismada denenen antilaysmanyal ilaglar iginde en giiclii etkinlik 0,067
ug/mL ICsg degeri ile AmpB’de saptanirken bunu 7,77 ug/mL, 57,08 ug/mL
ve 91,54 ug/mL ICso degerleri ile sirasiyla, miltefosin, pentostam ve
paromomisin izlemistir.

Calismada denenen antibiyotikler icinde en gii¢lii antilaysmanyal etkinlik
143,9 pg/mL ICso degeri ile klindamisinde saptanirken bunu 500,2 vel027
pg/mL ICso degeri sirastyla, tigesiklin ve tetrasiklin izlemistir.

Caligmada denenen karvakrol ve timoliin, 68.74 ve 140.5 pg/mL ICso degeri
ile giiclii antilaysmanyal etkinlik gosterdigi belirlenmistir.

Glukantim ve pentostamin diger etken maddelerle kombinasyonlar: etkisiz
bulunmustur.

AmpB  ile  antibiyotik = kombinasyonlarinda, =~ AmpB-klindamisin
kombinasyonunda sinerji saptanirken, tetrasiklin/tigesiklin kombinasyonlari
etkisiz bulunmustur.

AmpB ile karvakrol ve timol kombinasyonlarinda, her iki kombinasyon i¢inde
kismi sinerji saptanmaistir.

Miltefosin ile antibiyotik kombinasyonlarinda, tim antibiyotiklerle sinerjik
etkilesimler goriilmistiir.

Miltefosin ile karvakrol ve timol kombinasyonlar etkisiz bulunmustur.
Paromomisin ile antibiyotik kombinasyonlarinda, paromomisin-klindamisin
kombinasyonunda kismi sinerjik etkilesim saptanirken, tetrasiklin/tigesiklin
kombinasyonlar etkisiz bulunmustur.

Paromomisin ile karvakrol ve timol kombinasyonlari etkisiz bulunmustur.
Farkli etken maddeler eklenerek c¢alismanin igerigi ve literatiire katkisi
arttirilabilir.

Klinik orneklerden soyutlanmis, ¢ok sayida ve farkli tiirdeki Leishmania
susuna kars1 antilaysmanyallerin farkli antibiyotikler ve ugucu yag bilesenleri

ile sinerji ¢aligmalar1 yapilabilir.
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13- Antilaysmanyallerin antibiyotikler ile etkilesimi deney hayvani modelleri ile
calisabilir.

14- Antibiyotik-antibiyotik etkilesimlerinin L. tropica susuna kars1 etkilesimi hem
in vitro hem de in vivo ortamda arastirilabilir.

15- Antilaysmanyal ilaglarin farkli etken maddelerle sinerjik etkilesim gostermesi,

yeni kombinasyon tedavilerinin gelistirilmesi a¢isindan umut vericidir.
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